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(57) Sang ché dé xuit cac khang thé cua ngudi, tot hon 1a cac khang thé nguoi tai t hop,
ca ¢ dang dugc lam giéng nguoi 1an dang kham, ma lién két dic hiéu vi OX40 cua nguoi.
Céc khang thé duoc uu tién ¢ ai luc cao ddi véi thu thé OX40 va hoat hoa thu thé nay in
vitro va in vivo. Khang thé c6 thé 13 khang thé c6 chiéu dai day du hodc phan lién két
khang nguyén cua chung. Cac khang thé, hoic cic phan khang thé, c6 tac dung diéu bién
hoat tinh thu thé, vi du, & ddi tuong nguodi bi 16i loan trong d6 hoat tinh OX40 1a c6 hai.
Sang ché con dé xuat axit nucleic, vecto va té bao chii dé biéu hién cac khang thé nguoi tai
t6 hop, va cac phuong phap tong hop cac khang thé ngudi tai to hop.
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Linh vwe k§ thuit dwge dé cip

Séng ché dé cap chung dén qua trinh didu bién su hoat hda thu thé 0X40, va
cu thé hon 13 dé cap dén viéc diéu bién thu thé OX40 dé e ché chirc ning kim him
mién dich cua Intolokin 10 (IL-10) tao ra t& bao T diéu hoa CD4* typ 1 (“t& bao
Tr1”) va té bao T diéu hoa biéu hién Foxp3* (d6i khi trong ban md ta nay goi 1a té
bao “Foxp3* T-reg™), va su tao thanh t& bao Trl tir cac t& bao CD4* hodc cac t& bao

chua qua thi nghiém va su san xuét IL-10.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Céc té bao Trl c6 vai trd quan trong trong su dung nap ngoai vi. Céc t& bao
Trl 1a dac biét quan trong trong vi€c han ché su hu hai mé6 dbi véi vat cha trong qua
trinh dép ng mién dich viém. Sy tao thanh té€ bao Trl di kém véi ca dép tmg mién

dich TH1 va TH2 in vivo va in vitro.

Céc t& bao Trl dugc tao ra tir cac té bao T CD4" chua qua thi nghiém trong
qué trinh dép g mién dich té bao T dugc diéu khién béi khdng nguyén. Cac té bao
Tr1 khong di tmg dé& dép lai viéc truyén tin hidu qua cac thu thé TCR, CD28 va IL-2
va ¢6 kha ning tc ché su ting sinh dwoc diéu khién béi khang nguyén cua té bao T
CD4* chua qua thi nghiém in vivo v in vitro. Céc t& bao Trl ¢6 kha ning tic ché sy
phat trién ctia cac bénh ty midn va han ché d4p img mién dich dbi vdi tac nhan gay
bénh vi khuén.

Trong khi tin hiéu phan tir ma din dén céc t& bao Trl duogc nghién ctru, chi
mdt sb it d duge biét v& tin hiéu phan tir ma diéu hoa 4m su tao thanh t& bao nay.
Mic di cac thude e ché midn dich, xytokin, phan tir ddng kich thich, va DC da
duge bao ham trong sy cam {mg ciia cac té bao Trl, tin hiéu ma diéu hoa 4m su tao

thanh t& bao Trl vin chua dugc biét dén.

Ban chit k§ thuit cta sang ché
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Su hoat héa cta thu thé OX40 phong bé su tao thanh Trl tir té bao T CD4*
chua qua thi nghiém hoic ghi nhé cling nhu sy san xuét IL-10 tir c4c t& bao Trl va
chirc ning kim him mién dich cua cac t& bao Trl. Sy hoat hoa cta thu th 0X40
con phong bé su san xuét IL-10 boi cac té bao Foxp3* T-reg va chirc ning kim him
mién dich. Nhu vay, sing ché dé cap dén cac khéang thé cht van ma lién két véi thu
thé OX40, trong d6 chat chil van diéu bién sy hoat héa ciia thu thé 0X40 d& phong
bé su tiét xytokin IL-10 v/hoic cac t& bao Trl va Foxp3* T-reg toan bd chirc nang
kim ham mién dich. V& co ban, cic khang thé c6 thé bit chude phdi tir 0X40 va
hoat héa thu th& OX40 trén Trl va/hodc trén céc té& bao didu hoda T tu nhién

(“nTregs™), con duge goi la “Foxp3* T-regs.”

Nhu céc tac gia sang ché di chi ra trong cac don yéu cau cip patent My s
11/659,266 va 12/861,135, OX40L e ché su tao thanh va chirc ndng cua cac té bao
Trl san xudt IL-10 tir t& bao T CD4" chua qua thi nghiém va ghi nhé ma duoc kich
thich bdi cac chit tc ché mién dich dexamethason va vitamin D3. Céc tc gia sang
ché da phat hién ra réng OXA40L trc ché sy tao thanh va chire nang cua té bao T diéu
hoa san xuét IL-10. Phat hién ndy chimg to rdng viéc truyén tin hidu OX40 béi
OX40L e ché su tao thanh cta t& bao T wc ché mién dich san xut IL-10 & nguoi
trong mdi trudng nudi cdy. Chirc niang duy nhit cia OX40L khong c6 & hai thanh
phin ho TNF dong kich thich khéc, phdi tir GITR va phbi tir 4-1BB. OX40L ciing
trc ché manh sy tao thanh va chitc ning ctia cac t& bao Trl san xuét IL-10 duogc kich
thich béi hai kich thich sinh Iy duoc cung cdp boi phéi tir ddng kich thich chiu cam
mg va DC chua trudng thanh. Viée truyén tin hiéu thu thé OX40 trén té bao T &
ngudi boi khang thé don dong, phan tir nho, hodc béi OX40L, hodc protein c6 dd
tuong ddng it nhit 1a 90% véi nd, diéu bién va didu hoa su tao thanh va chirc ning

ctia t& bao T ttc ché mién dich san xuat IL-10.

Phat hién nay din dén mot sb ung dung trong diéu tri. Vi du, céac khéng thé
chu vén, phan tir nhd, hodc OX40L c6 thé dugc st dung dé e ché su tao thanh va
chirc ning ctia t& bao T e ché mién dich san xuit IL-10 va do vay c6 thé duoc sir
dung dé ting cudng dép ing mién dich dé didu tri ung thu va céc bénh lay nhim,
hodc 1am chit phu trg cho céc vacxin tri ung thu. Cac khang thé ddi khang d6i voi

0X40 hodc di véi OX40L, hoic phan tir nhé dbi khang, ¢6 thé duge sir dung dé
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ting cudng su tao thanh va chirc ning cua té bao T e ché mién dich san xuit IL-10
va do vay c6 thé dugc st dung dé phét trién céc phuong phap diéu tri ddi véi cac
bénh tu mién va bénh vét chii chdng lai manh ghép. Phat hién cia céc tac gia sang
ché con d xuit phuong phap ning sudt cao dé sang loc céc khang thé hoic phén tir
nhd hodc hoat hod thu thé OX40 (hoic phong bé ngugc viée truyén tin hidu 0OX40)
trén té bao T dé phat trién tri liéu ung thu, hoic theo cach khac, cic bénh ty midn,

va bénh vat cha chéng lai manh ghép.

Sang ché dé xuit cac khang thé & ngudi va don dong (doi khi trong ban mé6
ta ndy goi 1 “khéng thé khdng OX40” va/hogc dang cai bién khac clia ching) ma
lién két thy thé OX40 & ngudi. Cac khang thé nay c6 thé c6 tac dung trong viée didu
tri hodc ngin ngira cac bénh hoic tinh trang bénh cép hodc man tinh ma bénh hoc
clia né bao gdm OX40. Theo mét khia canh, khang thé ngudi duge phén 1ap, hoic
phan lién két khang nguyén ctia chiing, ma lién két véi OX40 & ngudi va hitu hidu
dé didu tri ung thu hogc diéu tri bénh tw mién dugc mo ta. Khang thé bit ky trong sé
céc khang thé khang OX40 dugc mé ta trong ban méd ta ndy c6 thé dwoc sir dung
lam thubc. Mot hogc nhiéu khang thé khang OX40 bat ky c6 thé dugc st dung dé
didu tri m6t hodc nhiu bénh ung thu hoic bénh tu midn khic nhau duge md ta

trong ban mo ta nay.

Séang ché dé xuit cac khang thé dugc lam gibng ngudi duge phan lap ma lién
két v6i OX40. Cac khang thé dugc phan 14p nhu dugc m ta trong ban mé ta nay
lién két voi OX40, va c6 thé lién két véi OX40 dugec mi hod bing céc gen sau:
NCBI S6 ndp luu NP_003317, Genpept S6 ndp luu P23510, hozic gen c6 do tuong
ddng 12 90% v&i chiing. Khang thé dugc phan 1ap duoc d& xuét trong ban md ta nay
c6 thé lién két thém v&i thu thé 0X40 c6 mot trong sb cac S6 ndp luu GenBank sau:

AAB39944, CAE11757, hoac AAIO5071.

Nhu néu trong ban md ta ndy, khang thé duoc phan lap duoc ldy lam vi du
ma lién két véi OX40 gbém: (a) ving thay dbi chudi nang CDR1 gdm trinh ty axit
amin ciia SEQ ID NO: 1; (b) ving thay dbi chudi ning CDR2 gdm trinh tu axit
amin ctia SEQ ID NO: 2; (c) ving thay dbi chudi ning CDR3 gdm trinh tu axit
amin ctia SEQ ID NO: 3; (d) vung thay dbi chudi nhe CDR1 gdm trinh tu axit amin
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ctia SEQ ID NO: 7; (e) ving thay d6i chudi nhe CDR2 gbm trinh ty axit amin cta
SEQ ID NO: 8; va (f) viing thay d6i chudi nhe CDR3 gdm trinh tu axit amin cta
SEQ ID NO: 9.

Ngoai ra, vi du khac 1a khang thé duoc phén 1a8p ma lién két véi 0X40 gém:
(a) ving thay d6i chudi ning CDR1 gdm trinh tyr axit amin ciia SEQ ID NO: 13; (b)
ving thay ddi chudi ning CDR2 gdm trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 14; (c)
ving thay dbi chubi ning CDR3 gdm trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 15; (d)
ving thay ddi chudi nhe CDR1 gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 19; (e)
ving thay dbi chudi nhe CDR2 gdm trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 20; va (f)
ving thay ddi chudi nhe CDR3 gdm trinh tir axit amin ciia SEQ ID NO: 21.

Theo cach khac, khéng thé dwoc phan 13p ¢6 thé c6 ving thay dbi chudi ning
CDR1 gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 1 hoic 13; ving thay d6i chudi ning
CDR2 gém trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 2 hoic 14; va/hodc ving thay ddi
chudi ning CDR3 gbm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 3 hogc 15, hodc vung
thay ddi chudi ning CDR c6 do tvong ddng 12 90% so v&i chung.

Ngoai ra, khang thé dugc phan 1ap c6 thé c6 ving thay dbi chudi nhe CDR1
gém trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 7 hodc 19; vung thay d6i chudi nhe CDR2
gbm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 8 hoic 20 vi/hoic ving thay d6i chudi nhe
CDR3 gbm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 9 hoic 21, hodc ving thay dbi chudi

ning ¢ do tuong ddng 13 90% so véi ching.

Khéng thé phan 14p duogc c6 thé c6 ving thay dbi chudi nhe (“VL”) gdm
trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 10, 11, 22 ho#c 23, hoéc trinh tu axit amin ¢6 d6
tuong ddng it nhét 13 90% so véi trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 10, 11, 22 hoic
23. Khang thé dugc phan 1ap c6 thé cé ving thay dbi chudi nang (“VH?) gbm trinh
ty axit amin cua SEQ ID NO: 4, 5, 16 va 17, hodc trinh ty axit amin c¢6 d¢ twong
ddng it nhét 14 90% so véi trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 4, 5, 16 va 17. Nhu
vay, vi du nhu, khang thé duoc phén ldp co thé g(‘A)m trinh tw chudi ning thay dbi
SEQ ID NO:5 va trinh tu chudi nhe thay dbi SEQ ID NO: 11, hodc trinh tu ¢6 dd
tuong ddng 13 90% so véi ching. Twong tw, khang thé dugc phén 1ap c6 thé ¢6 trinh
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tu chudi ning thay dbi 1a SEQ ID NO: 17 va trinh tw chudi nhe thay ddi 1a SEQ ID
NO: 23 hodc trinh tu ¢6 d6 twong dong 13 90% so véi ching.

Khéng thé phan 1ap dugc c6 thé c6 chudi nhe thay dbi dwoc ma hod bdi trinh
tu axit nucleic SEQ ID NO: 12, hoic 24, hoic trinh tu axit nucleic ¢6 do twong dong
it nhit 1a 90% so vdi trinh tu nucleotit SEQ ID NO: 12 hoic 24. Khang thé dugc
phan 14p c6 thé c6 chudi niang thay dbi dwoc ma hoa bdi trinh ti axit nucleic SEQ
ID NO: 6 hodc 18, hodc trinh ty axit nucleic cé d6 tuong déng it nhit 14 90% so véi
trinh tu nucleotit SEQ ID NO: 6 hoac 18.

Sang ché con d& xuit khang thé don dong. Khang thé don dong c6 thé c6
chudi nhe thay ddi gdm trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 10 hodc 22, hodc trinh
ty axit amin c6 d6 tuong ddng it nhit 13 90% so v&i trinh tur axit amin cia SEQ ID
NO: 10 hozc 22. Sang ché ciing dé xuét khang thé don dong ¢6 chudi ning thay dbi
gc‘A)m trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 4 hodc 16, hodc trinh ty axit amin cé dd
tuong déng it nhét 13 90% so vdi trinh tw axit amin cta SEQ ID NO: 4 hoic 16.

Sang ché con dé xuét axit nucleic dugc phan 14p mi hoéa cho khang thé bit
ky trong sb cac khang thé khang OX40 dugc néu trong ban mé ta ndy. Sang ché
cling dé xuét té bao chi, mdi t& bao chi chira axit nucleic ma héa khang thé bét ky
trong sd cac khang thé khang 0X40 dwoc md ta trong ban md ta nay. Cac phuong
phap san xut khéng thé (nhu té bao chu chira axit nucleic ma héa cho khéng thé bit
ky trong sb cac khang thé khang OX40 dwoc mo ta trong ban md ta nay) bao gdm
bude nudi cdy té bao chi sao cho khang thé dugc san xuét, va/hoic thu liy khang

thé tir t€ bao chu, cling dugce dé xuat.
Mo ta van tat cac hinh vé

Phuong thitc trong d6 céc d4u hiéu, khia canh va uu diém cta sang ché dugc
néu trén ddy, ciing nhu cac phuong thirc khac s& trd nén rd rang, dat duoc va co thé
hidu duoc chi tiét, cu thé hon trong phan ban chét k¥ thuat theo sang ché dugc tém
tét trén day c6 thé tham khao t&i cac phuong 4n ciia chiing ma duge minh hoa trong
c4c hinh v& 1a mot phin cia ban mé ta ndy. Tuy nhién, can luu ¥ ring, c4c hinh v&

kém theo minh hoa cho mét sb phuong an theo sang ché va do vay, khong dugc
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hi€u ma lam gidi han pham vi cia sang che, sang che cé the c6 cac phuong an hitu

hiéu tuong tu khac.

Fig. 1 thé hién ring Foxp3™ Tregs xAm nh4p vao md u lympho nang & ngudi
(FL) va dinh vi ddng thoi voi t& bao B va bach ciu don nhan khéi u. Bén trai:
nhuém mau mién dich kép Foxp3* Tregs (mau do) va té bao u lympho B CD20*
(xanh 14 cdy); Bén phai: Foxp3* Tregs (mau do) va bach cu don nhan/dai thuc
bao/DC CD11c* (xanh la cdy).

Cac Fig. 2A va Fig. 2B thé hién s6 lugng ting 1én ctia CD4*Foxp3* Tregs &
bénh nhan mic FL. C4c té bao khdi u va PBMC thu duge tir séu bénh nhan méc FL
theo chin doan ban dau trude khi tri liéu. PBMC ciing thu dugc tlr sdu thé cho binh
thuong dé so sanh. Ty 16 phin trim cia té bao T didu hoa trén tdng s té bao T
CD4* dugc xac dinh bing phén tich bao ké chay ctia CD4*CD25*CD127%%Foxp3+
Tregs. Fig. 2A thé hién phén tich FACS dai dién ctia Tregs. Céc té bao khéi u FL
PBMC va FL duogc chia ra tir cung nguoi bénh. Fig. 2B thé hién ty 16 phin trim coa
Tregs clia tat ca thé cho. Thanh ngang chi gia trj trung binh.

Fig. 3 thé hién su tach ctia ICOS*Foxp3* hoic ICOS Foxp3* Tregs tir FL.
Huyén phu t& bao don 18 thu duoc tir mAu 14 lach trude khi thyc hién viée diéu trj
bét ky. Céc t& bao dwoc 1am tan vao ngay thir nghiém. Té bio T CD4*CD8CDI14
CD16 CD56 CD11¢ TCRyd™ dugc lam giau dugc chia ra thanh cidc nhom phu
CD25%% va CD25%. CD4*CD25%Foxp3* Tregs dugc phan loai tiép thanh cac
nhém phu ICOS® va ICOS™ dya trén sy bidu hién bé mit ctia ICOS. Sy biéu hién

nodi bao cia FOXP3 duoc xé4c dinh trong tit ca cac nhém phuy.

Fig. 4 thé hién Tregs trong khéi u @c ché sy ting sinh cta t& bao T
CD4*CD25" thAm nh4p trong FL, va sy tc ché ¢6 thé bj phong bé mot phan bai cac
khéng thé trung hoa khang IL-10. Té bao T thAm nhap khéi u CD4"CD25" dugc gén
nhiin CFSE duoc nudi cdy véi céc t& bao khdi u tw sinh dugce hoat hoa trudc bing
CDA40L t4i td hop trong sw c6 mit hodc ving mit ctia Tregs ICOS*Foxp3* tu sinh
hodc Tregs ICOSFoxp3™, hodc khang IL-10 (10 pg/ml). Sau 72 gid nudi cly, su
tang sinh ctia cc té bao CD4*CD25~ dugc x4c dinh béng phén tich bao ké chay cta
dich pha lodng CFSE.
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Fig. 5A thé hién phén tich ndi bao ctia xytokin dugc san xuit bing té bao T
CD4* chua qua thi nghiém nhu duge xac dinh bang bao ké chay theo phuong 4n cta
phuong phép theo sang ché.

Fig. 5B thé hién xytokin dugc san xuit bang t& bao T CD4* chua qua thi
nghiém nhu dugc x4c dinh bang ELISA theo phwong 4n ctia phuong phép theo sang

che.

Fig. 5C thé hién chirc ning kim ham béi cac t& bao Trl san xuét IL-10 nhu
duoc xac dinh bang sy két hop [*H]thymidin theo phuong 4n ciia phuong phép theo

sang che.

Fig. 6A thé hién phan tich ndi bao ciia xytokin dugc san xuit bang té bao T
CDA4" ghi nhé nhu dugc xac dinh bing bao ké chay theo phwong 4n cta phuong
phap theo séang ché.

Fig. 6B thé hién sy san xuét IL-10 bing té bao T CD4* ghi nhé nhu dugc xac
dinh bing ELISA theo phuong 4n ctia phuong phap theo sang ché.

Fig. 7A thé hién phén tich ndi bao ctia xytokin dugc san xuét bang t& bao T
CD4" chua qua thi nghiém nhw dugc xé4c dinh bing bao ké chay theo phwong 4n ciia
phuong phép theo sang ché.

Fig. 7B thé hién su san xuit IL-10 bang t& bao T CD4* chua qua thi nghiém
nhu duge x4c dinh biang ELISA theo phuong 4n cia phuong phap theo sang ché.

Fig. 7C thé hién s6 lugng cia té bao T séng dugc dém theo phuong 4n cla

phuong phép theo sang ché.

Fig. 8A thé hién phan tich ndi bao ciia xytokin duoc san xuit bing t& bao T
CD4" chwa qua thi nghiém nhu dugc x4c dinh bang bao ké chay theo phwong 4n cta
phuong phap theo sang ché.

Fig. 8B thé hién su san xudt IL-10 bang t& bao T CD4* chua qua thi nghiém
nhu duge x4c dinh bang ELISA theo phuong an ciia phurong phép theo séng ché.
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Fig. 8C thé hién phan tich ndi bao ctia xytokin dwgc san xuét bang té bao T
CD4* ghi nhé nhu dugce x4c dinh bang bao ké chay theo phwong 4n cta phuong
phap theo sang ché.

Fig. 8D thé hién sur san xuét IL-10 bing t& bao T CD4* ghi nhé nhu duge x4c
dinh bang ELISA theo phuong 4n cta phuong phap theo sang ché.

Fig. 8E thé hién phan tich ni bao ciia xytokin dwgc san xuat bing té bao T
CD4" chua qua thi nghiém nhu dugce x4c dinh bang bao ké chay theo phuong 4n clia
phuong phap theo sang ché.

Fig. 8F thé hién sy san xuat IL-10 bing té bao T CD4* chua qua thi nghiém
nhu duoc x4c dinh bang ELISA theo phuong 4n cia phwong phap theo sang ché.

Fig. 9 thé hién sy san xut IL-10 bing t& bao T diéu hoa nhu dugc xac dinh
bang ELISA theo phuong 4n ctia phuong phap theo sang ché.

Fig. 10 thé hién két qua ctia viéc sang loc phin dich ndi thé lai t& bao & nguoi
khéng OX40 chéng lai L-OX40 so véi cac té bao bd me L nhu duoc x4c dinh bing
ELISA.

Fig. 11 thé hién viéc sang loc khang thé don dong didc hiéu OX40 & nguoi
nhu dugc x4c dinh bing phén tich bao ké chay theo phuong 4n ciia phuong phap

theo sang ché.

Fig. 12 thé hién sy xdc nhan ctia tinh dic hidu khéng thé don dong khéng
hOX40 bang cach sir dung cic t& bao SUPM2 biéu hién 0X40 (SUPM2-0OX40)

theo phuong 4n ctia phuong phap theo sang ché.

Fig. 13 thé hién khang thé don dong dic hiéu OX40 ma c6 thé tc ché sy tao
thanh t& bao san xuét IL-10 (Tr1) tir t& bao T CD4* duoc kich thich bai vit Ds (0,1
pM)/Dex (50 nm), CD32L/ICOSL va khang CD3/CD28 (0,2 pg/ml) theo phuong
4n cta phuong phép theo sang ché. Di liéu phan loai t& bao dugc hoat hoa phat
huynh quang dai dién (Flourescence Activated Cell Sorting - FACS) duoc thé hién
0 Avatylé ph?m tram cla cac t& bao san xudt IL-10 dbi voi tht ca viée diéu tri

khang thé don dong OX40 dugc thé hién & B.
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Fig. 14 thé hién két qua ctia khang thé don dong dic hiéu hOX40 ma trc ché
su tao thanh té bao Trl ciing kich thich su tang sinh t& bao T CD4" theo phuong an
clia phuong phap theo sang ché.

Cac Fig. 15A va Fig. 15B thé hién su chuén d6 ctia khang thé don dong OX40
dbi véi kha ning cta ching dé e ché s tao thanh té bao Trl tir t& bao T CD4" theo
phuong 4n cua phuong phép theo sang ché. Dit liéu FACS dai dién duogc thé hién
trén Fig. 15A va ty 1& phan trim ciia céc té bao Trl sau khi xir ly bang chin khéng thé
don dong OX40 dugc thé hién trén Fig. 15B.

Cac Fig. 16A, Fig. 16B, va Fig. 16C thé hién khang thé don dong dic hicu
OX40 ma trc ché sy tao thanh t& bao Trl sén xudt IL-10 tir té bao T CD4" cling tc
ché sy san xuit IL-10 ICOS*CD4"CD25*°CD127 Treg va chitc ning kim hdm mién
dich. ICOS"CD4"CD25°°CD127 Tregs (ICOS Tregs) méi dugc lua chon duge kich
thich bang khang CD3 (0,2 pg/ml) trong didu kién c6 mit cac t& bao CD32L/ICOSL
va céc té bao CD32L/OX40L (Fig. 16A) hoic khang thé don dong OX40 hodc khéng
thé d6i chimg (Fig. 16B) trong nim ngay. Cac t& bao sau d6 duoc kich thich lai bing
khang CD3/CD28 trong 24 gi® va phan dich ndi dugc thir nghiém déi v6i IL-10 bing
thtr nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA). Fig. 16C 1a thir nghiém ting
sinh dua trén bach cdu don nhan thé hién ring hai khang thé phong bé chirc ning
ICOS Treg.

Céc Fig. 17A va Fig. 17B thé hién viéc nhan dang khang thé don dong khang
hOX40 ma {rc ché sy tao thanh t& bao Trl va phong bé chitc ning
Foxp3'CD4"CD25 Treg theo phuong 4n ciia phwong phép theo sang ché. Phan tich
bao ké chay dai dién duogc thé hién trén Fig. 17A. Dit liéu di véi sau khang thé don

dong duoc thé hién trén Fig. 17B.

Fig. 18 chimg to viéc nhan dang khéng thé don dong khang hOX40 ma khong
ttc ché sy tao thanh t& bao Trl nhung phong bé chirc ning Foxp3*'CD4*CD25¢cao
Treg theo phuong 4n clia phuong phép theo sang ché.

Cac Fig. 19A va Fig. 19B thé hién cic khang thé chu van khang hOX40
phong bé chirc ning CD4"CD25% Treg c6 ngudn gbe tir u lympho theo phuong 4n
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clia phuong phap theo sang ché. Phan tich FACS dai dién duoc thé hién trén Fig.

19A va dit liéu dbi véi tht ca cac thir nghiém dugc thé hién trén Fig. 19B.

Fig. 20 thé hién ring khang thé don dong khang hOX40 c6 thé lién két véi té
bao T CD4" ciia khi rezut. Nhu dugc thé hién, sdu mAbs khang hOX40 c6 thé lién
két vai té bao T CD4* dugc hoat héa ciia khi rezut va s& lién két véi OX40 cua khi

rezut d& hoat hoa viée truyén tin hiéu 0OX40.

Fig. 21 thé hién ring mdi trong s6 cac khang thé Hul06-222 16 I va II cua Vi
du I chira chudi ning c6 khéi lugng phan tir khoang 50 kD va chudi nhe c6 khéi
lugng phén tir khoang 25 kD. P tinh khiét ctia cac khang thé Hul06-222 16 I va II

duoc thé hién 13 16n hon 95%.

Fig. 22 thé hién phan tich cta céc khang thé 106-122, Ch106 va Hul06-222
& chudt (L6 II) dé lién két vdi cac t& bao L/OX40 (Vi du ).

Fig. 23 biéu thi cdu tric dang so db cta vecto biéu hién dbi véi khang thé
Hul06 IgG1/kappa (Vecto biéu hién). Tién trinh theo chiéu kim ddng hd tir vi tri
Sall & phén trén, plasmit chira don vi phién m3 chudi ning bt diu v&i gen khéi ddu
sém ngay canh chinh cytomegalovirut & nguoi (CMV) va gen tang cudng (gen khoi
dau CMV) d& khéi dau su phién mi ctia gen chudi ning khang thé. Sau d6, gen khai
dau CMV la exon VH, trinh ty hé gen chira ving khong ddi chudi n3ng gamma-1 &
ngudi gdm CHI, viing ban 18, cac exon CH2 va CH3 véi céc intron xen k&, va vi tri
polyadenyl héa sau exon CH3. Sau trinh tu gen chudi ning, don vi phién mi chudi
nhe bit ddu v6i gen khdi ddu CMV, sau d6 13 exon VL va trinh ty hé gen chita exon
viing khéng dbi chudi kappa & ngudi (CL) véi mét phan cua intron & trude nd, va vi
tri polyadenyl héa sau exon CL. O sau gen chudi nhe 14 gen khoi déu sém SV40
(gen khéi ddu SV40), gen xanthin guanin phosphoribosyl transferaza E. coli (gpt),
va phan doan chira vi tri polyadenyl héa SV40 (vi tri SV40 poly(A)). Cudi cing,
plasmit chira m6t phin ctia plasmit pUC19, gdm diém md& dAu sao chép vi khuin
cua su sao chép (ori pUC) va gen beta-lactamaza (beta lactamaza). Cac vi tri cua

cac vi tri enzym gidi han lién quan dugc thé hién trong hinh vé.
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Fig. 24 thé hién su so sanh giita cac khang thé Hu 106-222 16 I va II dé lién
két v6i cac té bao L/OX40 (Vi du I dudi day).

Fig. 25 thé hién Hul19-122 chira chudi ning c6 khdi lugng phan tir khoang
50 kD va chudi nhe c¢6 khdi luong phén tir khoang 25 kD. D6 tinh khiét cia Hul19
duoc thé hién 13 1én hon 95% (Vi du II dudi day).

Fig. 26 thé hién két qua cia phan tich FACS cua céc khang thé Ch119-122
va Hul19-122 dugc mo ta trong ban md ta nay (Vi du II dudi day).

Fig. 27 thé hién ring dong mAb khang OX40 cta ngudi duoc lam gibng
ngudi 119-122 (Hul19), va khéng thé dot bién lién két FcR ciia né (Hull9-AA)
ting cudng su tang sinh t& bao T CD4" chua qua thi nghiém. Hul19-122 thu dugc
hoat tinh kich thich té bao T t&t hon so véi mAb khang OX40 cia ngudi & chudt
nhét b me (119-122 chudt nhét). Tuy nhién, mAb khang OX40 clia ngudi kham
(Ch119, VH va VL & chudt nhét ma 1 ving khéng dbi gamma-1 va kappa & ngudi)

thét bai trong viéc ting cudng su ting sinh t& bao T.

Fig. 28 thé hién mAb khang OX40 ctia nguoi duge 1am gibng nguoi dot bién
lién két FcR dong 106-222 (Hu222AA) va mAb khang OX40 ctia ngudi kham dong
106-222 (Ch222) ting cudng su ting sinh té bao T CD4* chua qua thi nghiém dugc
kich thich khang CD3. Cac khéng thé nay c6 hoat tinh kich thich twong tu so v&i
mAb khéng OX40 ctia ngudi & chudt nhit bd me (222 chudt nhit). Tuy nhién, Ab
khang OX40 cta nguoi dugc lam gidng ngudi hoan toan, Hu222, khong ting cudng

su tang sinh té bao T so véi IgG1 & nguoi.

Fig. 29A va Fig. 29B thé hién ring mAb khéng OX40 clia ngudi & chudt
nhit va dugce lam giéng ngudi dong 119-122 phong bé chirc ning kim him Treg
CD4",

Fig. 30 thé hién dir liéu thé hién cac khang thé khang OX40 clia ngudi ting
cudng su tang sinh té bao T CD4* va CD8+ bang cich str dung cic khang thé lién
két dfa.
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Fig. 31 thé hién cc khang thé khang OX40 ctia ngudi & chudt nhét va duoc

1am gidng nguoi doi hoi su 1ién két ngang dé ting cudng sy ting sinh té bao T.

Fig. 32 thé hién cac khang thé khang OX40 cta ngudi phong bé hoat tinh cua
CD4Foxp3*nTregs bang cach sir dung céc khang thé 1ién két dia.

Fig. 33 thé hién ring ham luong cao cua céc khang thé khang OX40 cua
ngudi & chudt nhét t6t hon 13 giét chét Foxp3* Tregs.

Fig. 34 thé hién mAb khdng OX40 clia ngudi & chudt nhit tac dong truc tiép

1én t& bao T hiéu img hoic nTregs dé phong bé chirc ning kim him cta Tregs.

Céc Fig. 35A, Fig. 35B, va Fig. 35C thé hién két qua cta viéc diéu tri khdi u
mADb khang hOX40 & chudt nhit duoc truyén phi hop bing té bao T hOX40*CDS".
mADb khang 0X40 ciia ngudi thuc ddy su phét trién va ty 18 séng sot té bao T in
vivo. Viéc diéu tri st dung ché d6 vacxin dugc thé hién trén Fig. 35A. Céc anh phat
quang sinh hoc in vivo dai dién dugc thé hién trén Fig. 35B. Két qua cta viée didu

tri khdi u bang khang thé dugc thé hién trén Fig. 35C.

Fig. 36 thé hién sy sap thing hang cta céc trinh tu axit amin cua 106-222,
106-222 duoc lam gidng ngudi (Hul06), va cac trinh ty VH X61012 chit nhin &
ngudi (S8 ndp lwu ngén hang gen) duoc thé hién. Céc gbc axit amin duoc thé hién
b%.ng ma mot chit cai. Céc con sd & trén cac trinh tu chi ra céc vi tri theo Kabat et al.
(Sequences of Proteins of Immunological Interests, Fifth edition, NIH Publication
No. 91-3242, U.S. Department of Health and Human Services, 1991). Cung trinh tu
nhu duge yéu ciu bao hd trong ban mé ta ndy ciing duge néu trong danh myc trinh
ty va s& luong vi tri ¢6 thé 13 khic nhau. Trén Fig. 36, cac trinh ty CDR d3 dugc
xé4c dinh boi Kabat et al. (1991) duge gach chan trong 106-222 VH. Céc géc CDR
trong X61012 VH dugc bd qua trong hinh v&. Trinh ty VH & ngudi twong dong véi
khung hoat dong 106-222 VH dugc nghién ctru trong co s¢ dit li€u ngdn hang gen,
va trinh ty VH dugc mé hod bdi cADN X61012 & nguoi (X61012 VH) duge chon
lam chét nhin d& 1am giéng ngudi. Céc trinh ty CDR ctia 106-222 VH trudc hét
duge chuyén téi vi tri tuong tmg ctia X61012 VH. Tiép theo, & cac vi tri khung hoat

ddng trong d6 mAu ba chidu ctia cic ving thay dbi 106-222 goi y su tiép xtic dang
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k& v6i CDR, céc géc axit amin ctia VH 106-222 & chudt nhit dugc thé cho cac géc
& ngudi tuong ung. Cac su thé nay dugc thuc hién ¢ céc vi tri 46 va 94 (duoc gach
chan trong VH Hu106). Ngoai ra, gbc khung hoat dong & ngudi ma dugce phat hién
13 khong dién hinh trong nhém phu ving V tuong ting dugc thé biang gbc thong
thuong nhét d& lam giam kha ning mién dich tidm ning. Viéc thé nay dugc thyc

hién & vi tri 105 (duogc gach chén hai 1in trong VH Hul06).

Fig. 37 thé hién su sﬁp théng hang cuia céc trinh ty axit amin cta 106-222,
106-222 dugc lam gidng ngudi (Hul06), va trinh ty VL AJ388641 chit nhan &
ngudi (S6 ndp luu ngan hang gen) dugc thd hién. Céc gbc axit amin duoc thé hién
béng m3 mot chit cai. Cac sb lugng & trén cac trinh tu chi cac vi tri theo Kabat et al.
(1991). Cung trinh ty nhu dwgc yéu cau bao hd trong ban mé ta nay cling dugc néu
trong danh muc trinh tu mic du sb lugng vi tri co thé 13 khéc nhau. Céc trinh tu
CDR di duoc xac dinh boi Kabat et al. (1) duge gach chin trong 106-222 VH. Cac
gbc CDR trong AJ388641 VL dugc bd qua trong hinh v&. Trinh ty VL & nguoi
twong ddng v6i khung hoat déng VL 106-222 dugc nghién ctru trong co sé dit liéu
ngin hang gen, va trinh ty VL duoc mad hod bdi cADN AJ388641 & ngudi
(AJ388641 VL) dugc chon 1am chét nhan dé l1am giéng ngudi. Cac trinh ty CDR
ctia VL 106-222 duoc chuyén t6i vi tri twong Umg cuia AJ388641 VL. Khong cé su

thé khung hoat dong dugc thuc hién & dang dugce lam giéng nguoi.

Fig. 38 thé hién trinh tu nucleotit ciia gen VH Hul06 duoc cling c6 bén sudn
béng cac vi tri Spel va HindIII (dugc gach chan) duoc thé hién doc theo trinh tu axit
amin duge suy ra. Cac gdc axit amin dugc thé hién bing mi mot chit cai. Trinh tu
peptit tin hiéu duogc in nghiéng. Gdc axit amin dau tin N (Q) cta VH trudng thanh
dugc gach chan hai 1an. Céc trinh ty CDR theo dinh nghia ctia Kabat et al. (1991)
dugc gach chan. Cung trinh ty nhu dugc yéu ciu bao hd trong ban mo ta nay ciling
duoc dé xuét theo danh muyc trinh tu va sé lugng vi tri c6 thé 1a khéc nhau theo danh
muyc trinh ty. Trinh tu intron dugc in nghiéng. Manh gen VH Hul06 duogc phin cat
bang Spel va HindIIl dwoc tach dong gitta cac vi tri twong {mg trong vecto bidu

hién duoc thé hién trén Fig. 23.
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Fig. 39 thé hién trinh tu nucleotit ctia gen VL Hul06-222 duoc cing ¢b bén
sudn boi cac vi tri Nhel va EcoRI (duge gach chan) duoc thé hién doc theo trinh tu
axit amin duoc suy ra. Cac géc axit amin duoc thé hién bé'mg ma mot chit cai. Trinh
tw peptit tin hiéu dugc in nghiéng. Géc axit amin ddu t4n N (D) cta VL trudng
thanh duoc gach chén hai l4n. Céc trinh ty CDR theo dinh nghia ctia Kabat et al.
(1991) duoc gach chan. Trinh ty intron dugc in nghiéng. Manh gen VL Hul06 duoc
phan cét bang Nhel va EcoRI duge tach dong giita c4c vi tri tuong Ung trong vecto
biéu hién duoc thé hién trén.Fig. 23. Cung trinh ty nhu duge yéu ciu bao hd trong
ban mo ta nay ciing duge dé xuit theo danh muc trinh tu mic du sb lugng vi tri ¢6

thé 13 khéc nhau theo danh muc trinh ty.

Fig. 40 thé hién sy sép théng hang cta céc trinh ty axit amin cta 119-122,
119-122 duoc lam giéng nguoi (Hull9), va cac trinh tw VH Z14189 chét nhin &
ngudi (S ndp luu ngan hang gen) dugce thé hién. Cac gde axit amin duge thé hién
béng ma mdt chit cdi. Cac sb & trén cac trinh tu chi cac vi tri theo Kabat et al.
(Sequences of Proteins of Immunologicaal Interests, Fifth edition, NIH Publication
No. 91-3242, U.S. Department of Health and Human Services, 1991). C4c trinh tu
CDR di dugc xac dinh boi Kabat et al. (1991) duge gach chan trong VH 119-122.
Céc gbc CDR trong VH Z14189 dugc bd qua trong hinh v&. Trinh ty VH & nguoi
tuong ddng véi khung hoat dong VH 119-122 dugc nghién clru trong co s& dit lidu
ngén hang gen, va trinh ty VH dugc ma hoa bdi cADN Z14189 & ngudi (214189
VH) dugc chon 1am chit nhan dé 1am giéng ngudi. Céc trinh tw CDR ctia VH 119-
122 trude hét duge chuyén téi vi tri twong tmg ctia VH Z14189. Tiép theo, & cac vi
tri khung hoat dong trong dé mau ba chiéu ctia viing thay di 119-122 goi y su tiép
xtic déng ké v6i CDR, céc gbe axit amin cia VH 119-122 & chudt nhét duge thé cho
céc gbe & nguoi tuong tmg. Céc su thé nay dwoc thyc hién & céc vi tri 26, 27, 28, tir
30 dén 47 (dwoc gach chén trong trinh tw VH Hul19) nhu duge thé hién trén hinh
v&. Cung trinh ty nhu dugc yéu ciu bao hd trong ban mb ta nay cling duoc d& xuét
theo danh muc trinh ty mic du sb luong vi tri c6 thé 1a khac nhau theo danh muc

trinh tu.

Fig. 41 thé hién su sip thing hang cua céc trinh tu axit amin cta 119-122,
119-122 duge lam gidng ngudi (Hull9), v trinh tw VL M29469 chét nhin & nguoi
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(S6 nop luu ngan hang gen) dugc thé hién. Céc gbc axit amin dugc thd hién b?mg
ma mét chit cai. Cac s6 & trén cac trinh ty chi céc vi tri theo Kabat et al. (1991). Cac
trinh tu CDR dd dugc xac dinh boi Kabét et al. (1) duoc gach chén trong VL 119-
122. Cac gbc CDR trong VL M29469 dugc bo qua theo trinh ty. Trinh tu VL &
ngudi twong ddng véi khung hoat dong VL 119-122 duoc nghién ctru trong co sé
dit liéu ngén hang gen, va trinh ty VL duge mé hod béi cADN M29469 & ngudi
(VL M29469) dugc chon 1am chét nhan @& lam gidng ngudi. Céc trinh ty CDR clia
VL 119-122 dugc chuyén téi vi tri twong tmg ciia VL M29469. Khong c6 sy thé
khung hoat déng can thiét & dang dugc lam gidng nguvi. Cung trinh ty nhu dugc
yéu cau bao hd trong ban mé ta nay ciing dwoc d& xuét theo danh muc trinh tw mic

di s6 lugng vi tri ¢6 thé 1a khac nhau theo danh muyc trinh tu.

Fig. 42 thé hién trinh ty nucleotit gen VH Hu119 dugc cling ¢ bén sudn boi
cac vi tri Spel va HindIIT (dugc gach chén) dugc thé hién doc theo véi trinh tu axit
amin dugc suy ra. Cac géc axit amin dugc thé hién béng ma mdt chit cai. Trinh tu
peptit tin hiéu dugc in nghiéng. Géc axit amin dau tdn N (E) ctia VH trudng thanh
duogc gach chan hai 1in. C4c trinh tw CDR theo dinh nghia cua Kabat et al. (1991)
dugc gach chéan. Trinh ty intron dugc in nghiéng. Manh gen VH Hul19 dugc phan
cét bang Spel va HindIII dugc tach dong gifta céc vi tri tuong tmg trong vecto biéu
hién dugc thé hién trén Fig. 23. Clng trinh tu nhu dwgc yéu clu bao hé trong ban
md ta nay cling dugc dé xuét theo danh muc trinh tu mic du sé luong vi tri c6 thé 1a
khac nhau theo danh muc trinh tu.

Fig. 43 thé hién trinh tu nucleotit ctia gen VL Hul19 duoc cing cb bén sudn
bdi céac vi tri Nhel va EcoRI (dugc gach chan) dugce thé hién doc theo véi trinh tu
axit amin dugc suy ra. Cac géc axit amin dugc thé hién bﬁng ma mot chit cai. Trinh
tu peptit tin hiéu dugc in nghiéng. Géc axit amin dau tdn N (E) cta VL truéng
thanh duogc gach chén hai 14n. Céc trinh ty CDR theo dinh nghia cua Kabat et al.
(1991) dugc gach chan. trinh ty intron dugc in nghiéng. Manh gen VL Hul19 duoc
phan cét bang Nhel va EcoRI dugc tach dong giita cac vi tri tuong ung trong vecto
biéu hién dwoc thé hién trén Fig. 23. Ciing trinh tw nhu dugc yéu ciu bao ho trong
ban mb ta ndy ciing dugc d& xuét theo danh muc trinh tw mic d s6 lwong vi trf ¢6

thé 1a khac nhau theo danh muc trinh tu.
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MO ta chi tiét sang ché

Thuét ngit "khéng thé" gém phén tir globulin mién dich chtta bén chudi
polypeptit, hai chudi nang (H) va hai chudi nhe (L) dugc ndi ndi phan tir bing lién
két disulfua. M3i chudi ning chira ving thay dbi chudi ning (trong ban mé ta nay
duogc viét tit 1a HCVR hoac VH) va ving khong ddi chudi ning. Ving khong dbi
chudi ning bao gém ba mién, CH1, CH2 va CH3. Mdi chudi nhe chira ving thay
ddi chudi nhe (trong ban mé ta nay dwoc viét tit 1a LCVR hodc VL) va ving khong
dbi chudi nhe. Ving khong dbi chudi nhe chira mt mién, CL. Cac ving VH va VL
6 thé con duoc chia nho thanh céc ving sidu bién, dwoc goi 14 cac ving quyét dinh
bd thé (CDR), dugc dat rai rac voi cac ving ma dugc bao toan hon, dugc goi 1a céc
ving khung hoat dong (FR). M&i VH va VL bao gdm ba CDR va bdn FR, duoc sép
xép tlr dAu tAn amino dén diu tan carboxy theo thr ty sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FR4.

Thuét ngft "phan lién két khang nguyén" ctia khéng thé (hoic "phin khéng
th8") gdm manh cia khang thd ma giit lai kha ning dé lién két dic hidu véi khang
nguyén (vi du, hOX40). Pd chimg minh dugc rang chirc ning lién két khang
nguyén ctia khéng thé c6 thé dugc thuc hién boi manh ctia khéng thé nguyén chiéu
dai. Vi du v& manh lién két duoc bao ham trong thuat ngit "phan lién két khéng
nguyén" cua khang thé gdm (i) manh Fab, manh ho4 tri mot gdm céc mién VL, VH,
CL va CH1; (ii) manh F(ab')2, manh hoa tri hai gdm hai manh Fab duoc lién két boi
cdu disulfua & ving ban 18; (iii) manh Fd gdm c4c mién VH va CHI; (iv) manh Fv
gdm mién VL va VH cta mét nhénh cla khang thé, (v) manh dAb (Ward et al,,
(1989) Nature 341:544-546), ma chira mién VH; va (vi) ving quyét dinh bd thé
duoc phén 14p (CDR). Ngoai ra, méc du hai mién cia manh Fv, VL va VH, dugc
mé héa béi cic gen riéng r&, ching c6 thé duoc két hop, bing cach st dung céc
phuong phép tai t5 hop, bang lién két téng hop ma cho phép ching duge tao thanh
chudi protein don 1¢ trong d6 cac ving VL va VH bit cip dé tao thanh phan tir hod
tri mot (duwoc goi 1a Fv chudi don (scFv); xem tai liéu vi du, Bird et al. (1988)
Science 242:423-426; va Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-
5883). Céc khang thé chudi don nay ciing duoc bao ham trong thuat ngit "phan lién

két khang nguyén" ctia khang thé. Dang khac cla cic khéng thé chudi don, nhu
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diabody cfing duge bao ham. Diabody 13 cac khang thé dic hiéu kép, hoa tri hai
trong d6 cac mién VH va VL duoc bidu hién trén chudi polypeptit don 1¢, nhung sir
dung lién két qué ngén dé cho phép bét cip gitta hai mién trén cing chudi, nho d6
ép bude mién nay bét cap véi mién bd sung cta chudi khac va tao ra hai vi tri lién
két khang nguyén (xem tai lidu, vi du, Holliger, P., et al. (1993) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90:6444-6448; Poljak, R. J., et al. (1994) Structure 2:1121-1123). Ngoai
ra, khang thé hozc phin lién két khang nguyén cia ching c6 thé 1a mot phin cia
phan tir két dinh mién dich 16n hon, dugc tao thanh béi sw két hop cong héa tri hodc
khéng cong héa tri clia khang thé hoic phan khang thé v&i mét hodc nhiéu protein
hoic peptit khac. Vi du vé& phan tir két dinh mién dich nay bao gdm viéc s dung
ving 15i streptavidin dé tao ra phan tir scFv tetrame (Kipriyanov, S. M., et al.
(1995) Human Antibodies and Hybridomas 6:93-101) va sir dung gbc xystein,
peptit danh ddu va dudi polyhistidin ddu t4n C d& tao ra phén tir scFv héa tri hai va
duoc biotinyl hoa (Kipriyanov, S. M., et al. (1994) Mol. Immunol. 31:1047-1058).
Céc phan khang thé, nhu cic manh Fab va F(ab'), c6 thé dwoc didu ché tir cac
khang thé nguyén ven bang cach st dung k§ thuét thong thudng, nhu phan cét bing
papain hozc pepsin, 14n luot, d6i v6i cac khang thé nguyén ven. Hon nita, cac khang
thé, cac phin khang thé va phan tir két dinh mién dich c6 thé thu duoc bang cach st
dung k¥ thuat ADN tai td hop tiéu chun, nhu duge mod ta trong ban mo ta nay. Cac
phn lién két khang nguyén dugc wu tién 14 cac mién hoan chinh hodc céc cap cua

cac mién hoan chinh.

OX40/phdi tir OX40 (thu thé 0X40)/(OX40L) 14 cip phén tir ddng kich thich
thiét yéu dbi voi su tang sinh té bao T, ty 1€ séng sOt, su san xuét xytokin, va sy tao
thanh té bao ghi nhd. Thir nghiém in vitro sém chimg té réng viéc truyén tin hidu
qua OX40 trén té bao T CD4* din dén TH2, nhung khéng din dén sy phat trién
THI. Céc két qua nay dugc clng cb boi cac nghién ciru in vivo thé hién ring viée
phong bé twong tac OX40/0X40L 1am ngin nglra sy cam ung va sy duy tri ciia dap
tmg mién dich di ung duoc diéu tiét bai TH2. Tuy nhién, viéc phong bé tuong tac
0X40/0X40L 1am triét tiéu hodc ngin ngira bénh duge diéu tiét boi TH1. Ngoai ra,
viéc st dung OX40L hoa tan hodc viéc truyén gen cua OX40L vao khdi u duoc thé

hién 13 ting cudng manh kha ning gdy mién dich khang khdi u & chudt nhit. Céc
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nghién ctru gan day con cho thdy ring OX40/0OX40L c6 thé dong vai tro trong viéc
kich thich dép ng mién dich dugc didu tiét boi té bao T CD8. Nhu duge mé ta
trong ban mé ta ndy, viée truyén tin hiéu 0X40 phong bé chirc ning kim him cta &
bao T diéu hoa c6 trong tw nhién CD4*CD25" va cap OX40/0X40L doéng vai trod
quan trong trong qua trinh diéu hoa chung ctia kha nang gdy mién dich ngoai vi so

v6i sy dung nap.

Thuét ngit "déanh sb Kabat", "cac dinh nghia Kabat" va "gén nhin Kabat"
dugc st dung thay thé 13n nhau trong ban mé ta nay. Céc thudt ngit nay, ma dugc st
dung trong linh vuc k¥ thuit ndy, ding dé chi hé thdng danh sb cac géc axit amin
ma bién dbi hon (tirc 13 siéu bién) so v6i cac gde axit amin khac trong céc vung thay
d6i chudi ning va chudi nhe ctia khang thé, hodc phdn lién két khang nguyén cta
ching (Kabat et al. (1971) Ann. NY Acad, Sci. 190:382-391 va, Kabat, E. A., et al.
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S.
Department of Health and Human Servicés, NIH Publication No. 91-3242).

Thut ngit "khang thé ngudi tai t5 hop" gdm cac khang thé & ngudi ma dugce
didu ché, duogc biu hién, duge tao ra hoic duge phén lap b%mg phuong phap tai tb
hop, nhu cac khang thé duge biéu hién bing cach st dung vecto biéu hién tai td hop
dugc chuyén nhidm vao té bao chi, cac khang thé dugc phan 1ap tir thu vién khéng
thé ngudi két hop, ti td hop, cac khang thé dwoc phan 14p tir dong vat (vi dy, chudt
nhit) ma 14 gen chuyén ddi véi gen immunoglobulin ngudi (xem tai liéu, vi dy,
Taylor, L. D., et al. (1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) hodc cac khang thé
duge diéu ché, duge biéu hién, dugc tao ra hodc dugc phéan lap bz‘?mg phuong phap
khéc bAt ky ma c6 lién quan dén viéc phdn maénh trinh tu gen immunoglobulin
ngudi thanh trinh tw ADN khac. Cac khang thé ngudi tai td hop nay c6 ving bién
d6i va viing khéng ddi thu duogc tir trinh ty immunoglobulin dong té bao phdi nguoi
(xem tai liéu Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH
Publication No. 91-3242).

An"

"Khang thé dugc phan 1p" gdm khéng thé ma v& co ban khong chira cac

khang thé khéac c6 cac d6 dic hidu khang nguyén khac nhau (vi du, khang thé duoc
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phan 14p ma lién két ddc higu hOX40 v& co ban khong chita ctia cac khang thé ma
lién két dac hiéu khang nguyén khong phai 1a hOX40). Khang thé dugc phén lap ma
lién két ddc hidu hOX40 c6 thé lién két phan tir OX40 tir khac loai. Hon nita, khang
thé duogc phan 18p c6 thé 14 v& co ban khdng chira nguyén liéu t& bao va/hoic héa
chét khéc.

Thuit ngit "hoat tinh" gdm cac hoat dong nhu tinh diic hi€u/ai luc lién két
ctia khang thé d6i v&i khang nguyén, vi duy, khéng thé khang OX40 cta ngudi ma
lién két vé6i khang nguyén OX40 va/hoic kha ning hoat héa ctia khang thé, vi dy,
khéng thé khang OX40 ma lién két ctia n6 v6i thu thd OX40 hoat héa hoat tinh sinh
hoc ctia hOX40 hogic sy hoat héa cia lién két thu thé trong thir nghiém t& bao
L/OX40 nguoi.

Thuat ngft "Kos", trong ban md ta ndy, ding dé chi hang s6 téc do phén ly
clia khéng thé tir phirc hop khéng thé/khéng nguyén. Thuat ngit "K,", trong ban mé
ta nay, ding dé chi hing s§ phan ly coa sy tuong tac khang thé-khang nguyén cu
thé.

Thuat ngit "cdng huéng plasmon bé mat" gdm hién tuong quang hoc ma cho
phép phén tich thoi gian thuc tuong tic dic hiu sinh hoc bing cach phat hién
nhitng thay dbi trong ham luong protein trong ma trin cam bién sinh hoc, vi du nhu
bang cach str dung hé théng BIAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden
and Piscataway, N.J.). Dé mo ta 13 hon, xem Vi du 5 va tai liéu Jonsson, U., et al.
(1993) Ann. Biol. Clin. 51:19-26; Jonsson, U., et al. (1991) Biotechniques 11:620-
627; Johnsson, B., et al. (1995) J. Mol. Recognit. 8:125-131; va Johnnson, B., et al.
(1991) Anal. Biochem. 198:268-277.

Thuét ngit "vecto" gém phan tir axit nucleic ¢6 kha ning van chuyén axit
nucleic khac dén noi ma né duoc lién két. Mot loai cuia vecto 1a "plasmit", ma dung
dé chi vong ADN mach kép hinh tron ma cac manh ADN khéc ¢6 thd duoc ndi vao.
Loai khéc clia vecto 1a vecto virut, trong d6 cdc manh ADN khac ¢6 thé dugc nbi
vio hé gen virut. Vecto nhit dinh c6 kha ning ty sao chép trong t& bao chi ma
ching duge dua vao (vi du, vecto vi khudn c6 diém md ddu sao chép vi khudn va

vecto dong vat c6 vii thé bd sung). Vecto khac (vi du, vecto dong vat c6 vii khong
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phai thé bd sung) c6 thé duogc két hop vao hé gen ctia té bao cha khi duge dua vao
trong té bao chy, va vi thé duoc sao chép cung vdi hé gen vt chi. Ngoai ra, vecto
nhét dinh c6 kha ning dinh huéng sy biéu hién ciia gen ma ching 1a lién két véi
theo cach c6 diéu khién. Vecto nay dugce goi la "vecto biéu hién tai tb hop" (hodc
don gian 13, "vecto biéu hién"). Nhin chung, vecto biéu hién mong mubdn trong k§
thudt ADN tdi t6 hop thuong & dang plasmit. Trong ban md ta nay, "plasmit" va
"vecto" ¢ thé duge str dung thay thé 13n nhau vi plasmit 1a dang vecto thudng dugc
sir dung nhét. Tuy nhién, séng ché nhdm bao gdm cac dang khéc cta vecto biéu
hién, nhu vecto virut (vi dy, cc retrovirut, adenovirut va céc virut lién quan dén

adeno sao chép 15i), ma c¢6 cac chirc ning tuong dwong.

Thuat ngit "t bao chu tai t& hop" (hodc don gian 1a "t8 bao chu") gdm té bao
ma vecto biéu hién tai td hop da dugc dwa vao. Can hiéu ring thuit ngit nay nhim
dé chi té bao cu thé ma con ding d& chi con chau cta t& bao d6. Vi cai bién nhét
dinh c6 thé xut hién trong cac thé hé tiép theo do dot bién hodc anh hudéng ciia moi
truong, thuc té 12 thé hé con chéu c6 thé khong giéng hét t& bao bd me, nhung vain

thudc pham vi ctia thuat ngit "té bao chu" trong ban mo ta nay.

Thuét ngit "khéng thé don dong" (khang thé don dong) chi khang thé, hodc
quan thé cta cac khang thé twong tw, thu duoc tir quin thé cua céc khang thé vé co
ban ddng nhit, va khéng dugc hidu 14 doi hoi su san xuit khang thé bing phuong
phap cu thé bat ky, bao gdm nhung khéng chi giéi han &, khang thé don dong c6 thé
dugc tao ra bing phwong phap lai dwoc mé ta 14n dAu tién boi Kohler va Milstein

(Nature, 256: 495-497, 1975), hodc bang cac phuong phap ADN t4i td hop.

Thuit ngit "khang thé kham" (hodc "globulin mién dich kham") dung dé chi
phén ti gém chudi niing va/hodc chudi nhe ma giéng hét v4i hodc tuong déng voi
trinh ty twong Ung trong cac khang thé thu duoc tir loai cu thé hoic thudc vao nhom
hodc phan nhém khang thé cu thé, trong khi phan con lai cia (c4c) chudi gibng hét
v6i hodc twong ddng véi trinh ti twong tng trong cac khang thé thu duge tir loai
khac hodc thudc vao nhém hodc phadn nhom khang thé khac, cling nhu manh cua
céc khang thé nay, mién 1a chﬁng thé hién hoat tinh sinh hoc mong muén (Cabilly et

al. (1984), infra; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81:6851).
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Thuét ngit “khang thé dwoc 1am giéng nguoi” chi dang khang thé c6 trinh tu
tir cac khang thé khong phai & ngudi (vi du, & chudt) cling nhu cic khang thé &
ngudi. Khang thé duoc 1lam gibng ngudi c6 thé gdm sy thé axit amin bao toan hoic
céc gbe khong tw nhién tir cing loai hodc cac loai khac nhau ma thay ddi khéng
dang k& lién két va/hodc hoat tinh sinh hoc ctia né. Céc khang thé nay 13 cic khéng
th8 kham c6 c6 trinh ty t8i thidu thu dugc tir globulin mién dich khéng phai &
ngudi. i v6i phin 16n khang thé, cac khang thé dugc 1am gibng ngudi 14 globulin
mién dich & ngudi (khang thé thé nhan) trong d6 cac gde tir ving quyét dinh bd thé
(CDR) cta thé nhan dugc thay thé béi cac gbe tir CDR cuia loai khong phai nguoi
(thé cho khang th8) nhu chudt nhit, chudt, lac da, bo, dé, hojc thé c6 céc tinh chit
mong mudn. Ngoai ra, cac khéng thé dugc 1am gidng ngudi c6 thé gdm cac gbc ma
dugce tim théy trong khang thé thé nhan hoic trong trinh twy CDR dugc nhédp vio
hodc trinh ty khung hoat dong. Céc cai bién nay duogc tao ra dé x4c dinh thém va tbi
wu héa tinh ning khang thé. Nhu vay, nhin chung, khang thé duoc 1am giéng nguoi
s€ gém tAt ca hodc vé co ban 1a tAt ca cla it nhit mot, va trong mdt trong hai khia
canh, mién bién ddi, trong do tit ca hodc vé co ban 1a tit ca vong siéu bién tuong
{ing v&i vong sidu bién cia globulin mi&n dich khéng phai & ngudi va tét ca hogc vé
co ban 12 tAt ca céc ving FR 14 cta trinh ty globulin mién dich & ngudi. Khang thé
duoc 1am gidng ngudi tily chon con bao gdm it nhat mot phin ctia ving khong d6i
globulin mién dich (Fc), hodc mdt phin clia globulin mién dich & ngudi (xem, vi dy,
Cabilly et al., Patent My s6 4,816,567; Cabilly et al., patent chau Au s6 0,125,023
B1; Boss et al., Patent My s6 4,816,397; Boss et al., patent chau Au $6 0,120,694
B1; Neuberger, M. S. et al., WO 86/01533; Neuberger, M. S. et al., patent chiu Au
s6 0,194,276 B1; Winter, Patent My s6 5,225,539; Winter, patent chau Au sb
0,239,400 B1; Padlan, E. A. et al., don yéu cau cép patent chau Au s6 0,519,596
A1; Queen et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol 86:10029-10033).

M3i khang thé duoc md ta va dugc yéu cdu bao ho & ddy c6 thé duge d cap
dén, & dang s6 it hodc s nhidu, nhu: “khang thé khang 0X40;” “khang thé khang
hOX40;” “khéang thé don dong khang hOX40;” “khang thé khang OX40 cia
ngudi;” “mAb khang OX40 ciia ngudi;” “ mAb khing hOX40” “khang thé don
dong dic hiéu hOX40;” “khang thé khing OX40L;” “khang thé khang hOX40L;”
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“khang thé khang OX40L & ngudi;” “khang thé dic hidu 0X40 & nguoi;” “khang
thé don dong dic higu OX40 ¢ ngudi;” khang thé dic hidu OX40 & ngudi;” “khang
thé dic hiéu khing OX40 ciia ngudis” “khang thé don dong dic hidu khang 0X40
cuia nguodi;” “khéng thé dic hiéu h-0X40;” “khang thé don dong dac hiéu h-OX40;”
“khang thé chi vn hOX40;” “chét dbi khéang hOX40” va/hoic sy cai bién tuong tu

khac ctia ching.

Nhu duge mé ta trong don yéu ciu cip patent M§ sb 11/659,266 c6 tén 1a
"Phuong phap diéu trj tinh trang bénh bing cach gy anh hudng dén viée truyén tin
higu ctia thu thé OX-40 va phwong phap sang loc hiéu suit cao va nhin dién chat
nén ciia ching", tai liéu nay bdc 16 ring chirc ning ctia OX40L 1a didu hoa 4m tinh
su tao thanh té bao Trl dugc kich thich béi chét ¢ ché mién dich Dex va vit D3,
ICOSL, hodc DC chua truéng thanh. Noi dung bdc 16 nay ching t6 co ché chung
ma bang co ché nay OX40L ting cudng kha ning gdy mién dich va pha v& su dung

nap mien dich.

Bing céch sir dung phén tich min dich mé (Fig. 1), nhuém mau ndi bao
(Fig. 2), va chon loc té bao (Fig. 3), cac tac gia sang ché da thé hién dwoc ring ca
hai Treg san xudt ICOS*IL-10 va san xuét ICOS-TGF-f xam nhdp vao mé FL
ngudi. CacTreg Foxp3* c¢6 ngudn gde tir FL ¢6 thé tc ché manh sy ting sinh cia té
bao T thim nhdp khbi u FOXP3-CD4*CD25 @ dap lai té bao u lympho tw sinh
duoc hoat hoa trude phdi tir CD40" (Fig. 4). Hoat tinh trc ché cta Treg ICOS™ ¢6 thé
bi phong bé mot phin bang cach trung hoa khang thé khang IL-10, x4c nhan vai trd
ctia ICOS*IL-10 tao ra Treg trong FL (Fig. 4). Trong thit nghiém trén Fig. 2, cac té
bao khdi u va PBMC thu duge tir 7 bénh nhan véi chin doan ban diu truéce khi tri
liéu. PBMC ciing thu dugc tir 7 thé cho khée manh dé so sanh. Ty 16 phin trim cua
t€ bao T diéu hoa trén tong s té bao T CD4* dugc x4c dinh bing phan tich bao ké
chay ctia Treg CD4*CD25*CD127%Foxp3*. Fig. 2A th8 hién phan tich FACS dai
dién ctia Treg, trong khi Fig. 2B thé hién ty 18 phin trim cta Treg cua tit ca thé

cho.

Ciing d4 phat hién ra ring OX40L trc ché sy tao thanh t& bao Trl tir té bao T
CD4* dugc kich thich bdi Dex va vit D3. D3 biét ring hdn hop ctia céc chit (e ché
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mién dich Dex va vit D3 nhét quan gy ra su biét héa ctia té bao T CD4" chua qua
thi nghiém thanh cac t& bao Trl. Dé nghién ctru liéu OX40L c6 thé wc ché su tao
thanh va chitc ning ciia cac té bao Trl, té bao T CD4* chua qua thi nghiém dugc
nudi cdy véi khang thé don dong khang CD3 cong véi khang thé don dong khéng
CD28 trong su c6 miét hoac Véng mit cia céc té bao L duge chuyén nhiém OX40L
trong bdn didu kién nudi cdy khic nhau gdm: (1) Trl (Dex va vit D3); (2) TH1 (IL-
12); (3) TH2 (IL-4); hodc (4) trung tinh (chi méi truong nudi ciy) trong 7 ngay
(Fig. 5A). Su san xudt IL-10 bang té bao T duge mdi duge phan tich bing nhudm

mau ndi bao xytokin va ELISA.

Trong céc thir nghiém cta Fig. 5A, phan tich ndi bao cua xytokin dugc san
xuét bing té bao T CD4* chua qua thi nghiém dugc thyc hién bing bao ké chay. Té
bao T CD4* chua qua thi nghiém dugc nudi cdy véi khang thé don dong khang CD3
va khang CD28 trong didu kién c6 mat IL-2 trén céc t& bao L bd me hoiic cac té bao
OX40L-L véi xytokin tai t5 hop dugc thé hién hogic chit phan tmg trong 7 ngay. Ty
16 phan trim cta t& bao T san xuét xytokin tuong ung dugc biéu thi trong mdi
profin diém. Két qua thé hién ring OX40L e ché su tao thanh t& bao Trl tir té bao
T CD4" chua qua thi nghiém dugc kich thich boi céc tin hiéu phan cuc khac nhau.
Nhu duge thé hién trén Fig. 5A, tir 2% dén 4% té bao Trl dugc tao ra tir té bao T
CD4* chua qua thi nghiém dugc nudi cdy trong diéu kién trung tinh hogic TH1 hogc
TH2. Nhiéu hon 15% té bao Trl dugc tao ra trong mdi trudng nudi cdy véi Dex
cdng véi vit D3. OX40L bd sung phong bé hoan toan sy tao thanh t& bao Trl, trong
khi kich thich sy tao thanh ctia té bao T san xuat TNF-a trong tit ca didu kién nudi

cay.

Céc dit liéu nay dugc xac nhén bdi dit liéu ELISA (Fig. 5B). Trong céc thir
nghiém ctia Fig. 5B, xytokin dugc san xudt bing cac t& bao chwa qua thi nghiém
CD4* trong phan dich ndi sau khi tai kich thich bing khang thd don dong khang
CD3 va khang CD28 trong 24 git duoc xac dinh bang ELISA. Té bao T CD4* chua
qua thi nghiém dugc nudi cdy véi khang thé don dong khang CD3 va khang CD28
trong diéu kién c6 mit IL-2 trén cac t€ bao L bd me hodic cac té bao OX40L-L véi
xytokin tai t5 hop dugc thé hién hodic cht phan g trong 7 ngay. Dit liéu dugc thé

hién 13 gia tri trung binh + sai s tiéu chudn cta gi4 trj trung binh (SEM) ctia bdn
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thir nghiém doc 1ap. Két qua thé hién ring OX40L trc ché su tao thanh té bao Trl tir
té bao T CD4* chua qua thi nghiém dugrc kich thich badi céc tin hiéu phan cuc khac
nhau.

Té bao T CD4* chua qua thi nghiém bat diu vai didu kién Trl (Dex cOng véi
vit D3) khong di ing va c6 kha ning tic ché sy ting sinh cta t& bao T CD4* chua
qua thi nghiém dé dép lai khang thd don dong khang CD3 cdng véi khang CD28
(Fig. 5C). Trong cac thir nghiém cta Fig. 5C, chic ning kim ham trong t& bao T
duge x4c dinh boi sy két hop [*H]thymidin. Hon hop cta quin thé t& bao T duge
thé hién duoc kich thich lai boi khang thé don dong khang CD3 va khang CD28.
C6t sai s6 biéu thi SEM ciia cic giéng c6 ba ban gibng nhau. Da boc 16 ring t& bao
T CD4* chua qua thi nghiém bat dau véi cling diéu kién Tr1 trong didu kién c6 mit
OX40L duge ting sinh manh va thit bai trong viéc trc ché su tdng sinh cla té bao T
CD4* chua qua thi nghiém _dé dap lai khang thé don dong khéng CD3 cong voéi
khang CD28. Dit liéu cho thdy ring OX40L phong bé su tao thanh t& bao Trl chic
niing tir té bao T CD4* chura qua thi nghiém duoc kich thich bai Dex va vit D3.

Di boc 10 rang céc té bao Trl ¢o thd duoc tao ra tir té bao T CD4*CD45RA"
CD45RO" ghi nh¢, va ring OX40L c6 thé tc ché su tao thanh t& bao Trl tir t& bao
T CD4* ghi nhé. Té bao T CD4"CD45RA CD45RO* ghi nhé dugc nudi cdy trong 7
ngdy v6i khang thé don dong khang CD3 cong vé6i khang CD28 trong sy ¢6 miit
hodc vang mit cta diéu kién Trl céc té bao L dugc chuyén nhifm OX40L (Dex
cong véi vit D3). Trong cac thir nghi¢ém ctia Fig. 6A, phén tich ndi bao cta xytokin
duoc san xut bing té bao T CD4* ghi nhé dugc thuc hién bing bao ké chay. Té
bao T CD4"CD45RO*CD25" ghi nhé duge nudi cdy véi khang thé don dong khang
CD3, khang CD28, va IL-2 trén c4c té bao L bd me hoic cac té bao OX40L-L trong
su ¢6 mit hodc ving mit clia Dex cong vé6i vit D3 trong 7 ngay. Ty 1& phan trim
clia t€ bao T san xuét xytokin twong tmg dugc biéu thi trong mdi profin diém. Két
qua thé hién rang OX40L tic ché sy tao thanh té bao Trl tir t& bao T CD4* ghi nhé
trong diéu kién Dex cong v6i vit D3. Fig. 6A thé hién rang sb lugng 16n céc té bao
Trl (>20%) duoc tao ra tir té bao T CD4* ghi nhé trong méi trudng nudi cly véi
Dex cdng véi vit D3. OX40L bd sung phong bé hoan toan sy tao thanh té bao Trl
va thiic ddy su tao thanh té bao san xudt TNF-a tir t& bao T CD4* ghi nho.
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Kha ning ctia Dex cong véi vit D3 @ thic diy sy san xudt IL-10 tir té bao T
CD4* ghi nhé, va ring kha ning nay c6 thé bi e ché béi OX40L, dugc xac nhén
bang phan tich ELISA IL-10 (Fig. 6B). Trong cac thir nghi€ém ctia Fig. 6B, su san
xuét IL-10 bang té bao T CD4* ghi nhé dugc xac dinh trong phan dich ndi sau khi
téi kich thich béng khéng thé don dong khang CD3 va khang CD28 trong 24 gid
bing ELISA. Dt lidu dugc thé hién duéi dang gié tri trung binh = SEM ctia bén thir
nghiém ddc 1ap. Két qua thé hién ring OX40L trc ché sy tao thanh t& bao Trl tir t&
bao T CD4" ghi nh¢ trong didu kién Dex cdng vai vit D3.

Ciing phat hién ra thém ring OX40L irc ché su tao thanh t& bao Trl, trong
khi thanh phin ho TNF khac (GITRL va 4-1BBL) thi khong. Trong siéu ho TNF,
OXA40L, glucocorticoit bj kich ing béi phdi tir- thy thé TNF (GITRL), va phéi tit 4-
1BB (4-1BBL) ¢6 chitc ning kich thich d6i véi té bao T. D& nghién ciru xem liéu
OXA40L ¢6 phai 14 duy nhit v& tac dung trc ché cta cac té bao Trl, t& bao T CD4*
chua qua thi nghiém dugc nudi cdy véi khang thé don dong khang CD3 cdng véi
khang CD28 v6i Dex cong véi vit D3, véi cac té bao L bd me hoic céc té bao L
dugc chuyén nhidm véi OX40L, GITRL, hogiic 4-1BBL trong 7 ngay. Trong khi
OX40L, GITRL, va 4-1BBL déu thuc diy sy tao thanh t& bao san xudt TNF-q, chi
OXA40L trc ché su tao thanh t& bao Trl (c4c Fig. 7A va Fig. 7B).

Trong cac thir nghiém cta Fig. 7A, phan tich ndi bao cta xytokin duoc san
xuét bang t€ bio T CD4* chua qua thi nghiém duoc thyc hién bing bao ké chdy. Té
bao T CD4* chua qua thi nghiém dugc nudi cdy véi khang thé don dong khang
CD3, khang CD28, va IL-2 trén céc té bao L bd me, cac t& bao OX40L-L, céc té
bao GITRL-L, hoic céc t& bao 4-1BBL-L trong diéu kién co mat Dex cOng voi vit
D3 trong 7 ngdy. Ty 16 phin tram cta té bao T san xuét xytokin tuwong ung dugc
biéu thi trong mdi profin diém. Két qua thé hién ring OX40L nhung GITRL va 4-
1BBL déu khéng tic ché su tao thanh té bao Trl.

Trong céc thit nghiém ctia Fig. 7B, IL-10 duoc san xuét bdi cac t& bao chua
qua thi nghiém CD4* dugc xéc dinh trong phan dich ndi sau khi tai kich thich bing
khéng thé don dong khang CD3 va khéang CD28 trong 24 gid bang ELISA. Dit liéu
duge thé hién dudi dang gié tri trung binh + SEM cta bdn thir nghiém doc 1ap. Két
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qué thé hién ring OX40L nhung GITRL va 4-1BBL déu khong trc ché sy tao thanh
té bao Trl.

OX40L, GITRL, va 4-1BBL cing thic diy su gin nd tong s6 lugng té bao
T (Fig. 7C). Trong cac thir nghiém cta Fig. 7C, s§ lugng ctia té bao T séng duogc
dém. Dt lidu dwoc thé hién dudi dang gia tri trung binh + SEM ciia bdn thir nghiém

doc lap.

Nhu duoc hidu boi ngudi ¢é hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat tuong
mg, két qua cta cac Fig. 7A, Fig. 7B, va Fig. 7C thé hién ring OX40L, nhung
khong phai 1a GITRL va 4-1BBL, trc ché su tao thanh té bao Trl. Dit liéu nay cho
thdy ring trong s6 ba thanh vién cta siéu ho TNF da biét 14 dong kich thich té bao
T, OX40L c6 chirc ning mdi va duy nhét trong vi€c e ché su tao thanh té bao Trl.

Ciing phat hién ra thém rﬁng OX40L e ché sy tao thanh t& bao Trl dugc
kich thich boi ICOSL hoic DC chua truéng thanh. ICOS va CD28 biéu thi hai thy
thé ddng kich thich duong trong ho CD28 duoc biéu hién trén té bao T. Viéc truyén
tin hidu qua ICOS bdi cac khéng thé chu van hoic ICOSL d3 chimg t6 dé thuc diy
té bao T CD4* d& san xuit IL-10. P& nghién ctru xem liéu OX40L c6 thé e ché kha
ning cta ICOS gdy ra sy san xuit IL-10 bang t& bao T CD4*, té bao T CD4" chua
qua thi nghi€ém va ghi nh¢ dugc nudi cAy véi khang CD3 trong diéu kién c6 mat céc
té bao L dugc chuyén nhiém ICOSL, hoic cic té bao L dugc chuyén nhidm ICOSL
trong diéu kién c6 mit OX40L trong 7 ngay.

Trong cac thir nghiém cta Fig. 8A, phan tich ndi bao ctia xytokin dugc san
xuét bing t& bao T CD4* chua qua thi nghiém duoc thyc hién bang bao ké chay. Té
bao T CD4* chua qua thi nghiém duoc nudi cdy trong 7 ngiy trén cac té bao L bd
me, trén hdn hop cia cac té.be‘lo ICOSL-L va c4c té bao L, hoic trén hdn hop cua
céc t& bao ICOSL-L va cic t& bao OX40L-L, ma dugc phi trudc biang khang thé
don dong khang CD3. Ty 18 phin trim cia té bao T san xudt xytokin twong tng
dugc biéu thi trong mdi profin diém. Két qua thé hién rdng OX40L wc ché sy tao

thanh té bao Trl tir t& bao T CD4* chua qua thi nghiém dugc kich thich bdi ICOSL.
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Trong céc thir nghiém ctia Fig. 8B, su san xuét IL-10 bdi cac t& bao chua qua
thi nghiém CD4* dugc x4c dinh trong phan dich ndi sau khi tai kich thich bing
khéng thé don dong khang CD3 va khang CD28 trong 24 gid duge xc dinh béang
ELISA. Té bao T CD4" chua qua thi nghiém dwoc nudi cdy trong 7 ngay trén cac té
bao L bd me, trén hdn hop ctia céc t& bao ICOSL-L va céc té bao L, hoic trén hdn
hop clia cac t& bao ICOSL-L va cac t& bao OX40L-L, ma duoc phi trudc bing
khéng thé don dong khang CD3. Dit liéu duogc thé hién duéi dang gia tri trung binh
+ SEM ctia ba thir nghiém doc 1ap. Két qua thé hién ring OX40L trc ché sy tao
thanh t& bao Trl tir té bao T CD4* chua qua thi nghiém dugc kich thich bdi ICOSL.

Trong céc thir nghi€m cua Fig. 8C, phan tich ndi bao cta xytokin dugc san
xuét bang té bao T CD4* ghi nhé dugc thyuc hién bing bao k& chay. Té bao T CD4*
ghi nh¢ dugc nudi céy trong 7 ngay trén cac té bao L bd me, trén hdn hop ciia cac té
bao ICOSL-L va cac té bao L, hoic trén hdn hop cta cac té bao ICOSL-L va cac té
bao OX40L-L, ma dugc phi trudc bing khang thé don dong khang CD3. Ty 1€
phdn trim cta té bao T san xuét xytokin twong tmg dugc biéu thi trong mdi profin
diém. Két qua thé hién réng OX40L e ché sy tao thanh té bao Trl tir té bao T
CD4* ghi nhé duoce kich thich bai ICOSL. '

Trong céc thu nghiém cta Fig. 8D, sy san xut IL-10 bing té bao T CD4*
ghi nh¢ trong phan dich ni sau khi tai kich thich bang khéng thé don dong khang
CD3 va khang CD28 trong 24 gir dugc x4c dinh bing ELISA. Té bao T CD4* ghi
nhé dugc nudi cdy trong 7 ngly trén céc t& bao L bd me, trén hdn hop ctia cac té
bao ICOSL-L va céc t& bao L, hodc trén hdn hop clia cac té bao ICOSL-L va céc té
bao OX40L-L, ma dwoc phu trudc bang khang thé don dong khang CD3. Dit lidu
duoc thé hién duéi dang gié tri trung binh = SEM cta ba thir nghiém doc 1ap. Két
qua thé hién ring OX40L tic ché sy tao thanh té bao Trl tir t& bao T CD4* ghi nhé
dugc kich thich béi ICOSL.

Két qua cta cac thir nghiém trén cac Fig. 8A, Fig. 8B, Fig. 8C, va Fig. 8D
thé hién rang ICOSL thuc diy dang ké sy tao thanh t€ bao Trl tir ca hai té bao T
CD4* chua qua thi nghiém va ghi nhé. OX40L bb sung trc ché hoan toan sy tao
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thanh té bao Trl tir c hai t& bao T CD4* chua qua thi nghiém va ghi nhé, trong khi
kich thich manh su tao thanh t& bao san xuit TNF-a.

D3 biét r%mg DC chua trudng thanh hoic DC di duoc didu tri béng IFN-a
hogc IL-10 c6 thé lam cho t& bao T CD4* chua qua thi nghiém biét héa thanh cac té
bao Trl. D c6 nghién ctru vé viée liéu OX40L c6 thé trc ché su tao thanh té bio
Trl duoc kich thich bdi DC hay khéng. Nhu dugc thé hién trén Fig. 8E, DC chua
trudng thanh hoic DC d4 dugc diéu tri bang IL-10 hodc IFN-a tit ca duge kich
thich béi sy tao thanh cia nhidu hon 10% ciia céc € bao Trl tir té bao T CDA4* chua
qua thi nghiém. Trai lai, DC duoc hoat hdéa boi CD40L giy ra dap ing TH1 manh,
kém theo sy tao thanh ciia khoang 3% té bao Trl. Viéc bd sung OX40L tai td hop
trong dich nuoi cdy t& bao DC-T trc ché hoan toan sy tao thanh t& bao Trl duoc kich
thich boi DC chua truéng thanh va DC da dugc diéu tri biang IL-10 va IFN-q. Ngoai
ra, OX40L ciing trc ché su tao thanh cta sb luong du ctia céc t& bao Trl duoc kich
thich boi DC truéng thanh dugce hoat héa CD40L. Trong cac thir nghiém cta Fig.
8E, phan tich noi bao ciia xytokin dugc san xut b%mg té bao T chua qua thi nghiém
CD4* duge thuc hién bing bao ké chay. Té bao T CD4* chua qua thi nghiém dugc
ddng nubi cdy trong sw c6 mit hodc vang mit ciia OX40L tai td hgp hoa tan trong 7
ngdy v6i DC chua trudng thanh hosic DC dwoc nudi cdy véi IFN-q, IL-10, va
CD40L. Ty 1¢ phan trim cta t& bao T san xuit xytokin twong tng duoc bidu thi
trong mdi profin diém. Két qua thé hién r.%ng OX40L trc ché sy tao thanh té bao Trl
tir té bao T CD4* duge kich thich bai DC.

Kha ning ctia OX40L dé @c ché sy tao thanh té bao Trl duoc kich thich bsi
DC duogc xac nhan béi dit liéu ELISA (Fig. 8F). Trong céc thir nghiém cta Fig. 8F,
su san xuit IL-10 bdi céc t& bao chwa qua thi nghiém CD4* dugc x4c dinh trong
phén dich ndi sau khi tai kich thich bing khang thé don dong khang CD3 va khéng
CD28 trong 24 gid bang ELISA. Té bao T CD4* chua qua thi nghiém dugc ddng
nudi ciy trong su c6 mit hodc véng mat ciia OX40L tai t8 hop hoa tan trong 7 ngay
v6i DC chua trudng thanh hodc DC duge nudi céy v6i IFN-a, IL-10, va CD40L. Dit
lidu duoc thé hién dudi dang gia tri trung binh £ SEM ctia ba thir nghiém ddc 14p.
‘K&t qua thé hién rdng OX40L tc ché sy tao thanh té bao Trl tir t& bao T CD4* duge
kich thich boi DC. Nhu vy, dit lidu nay chimng t6 ring OX40L c6 thé trc ché sy tao
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thanh t€ bao Trl dugc kich thich bi tin hidu sinh Iy hon dugc cung cAp bi ICOSL
va DC.

Da timg c6 goi y ring té bao T didu hoa dugc thé hién & mirc do cao trong
dién tich ctia u lympho khong phai dang Hodgkin té bao B va ring t& bao B la c6
lién quan dén sy tuyén chon cua t& bao T didu hoa vao dién tich cia u lympho. D3
c6 nghién ctru vé viée lidu su nh hudng viée truyén tin hiéu thu thé 0X40, nhu boi
OXA40L, c6 thé mang lai phép tri liéu chdng lai u lympho & bao B. MAu dugc bao
quan cryo tir bénh nhan u lympho té bao B duoc sir dung d& danh gid kha nang cta
OX40L dé 1am ngimg hoat dong cac t& bao Trl. MAu duge st dung 14 u lympho ¢6
nang thu dugc tir mAu 14 1ach truée khi thuc hién viée didu tri bt ky. Cac té bao
duoc lam tan, béng 400x10° cac té bao duge 1am doéng lanh mang lai 127x10° té
bao séng va 33,9x10° t& bao chét (kha ning sbng s6t 79%). S lugng dii ctia cac té
bao CD25" dugce xac dinh bz‘“mg cach nhuom mau FACS. Trong céc thir nghiém ctia
Fig. 9, sy tiét IL-10 ctia Treg san xuit ICOS*IL-10 dugc xé4c dinh bing ELISA. Céc
t& bao Treg dugc nuoi céy trong hai diéu kién khac nhau. Trong didu kién 1, cac té
bao CD25"/ICOS* duge nudi cdy véi khang CD3 trong didu kién c6 mit IL-2 (900
pl/ml) trén cac té bao L b me hoic céc t& bao OX40L-L véi khang thé khéng ICOS
trong 3-6 ngay. Trong diéu kién 2, cic té bao CD25*ICOS* duoc nudi cdy véi
khéng CD3 trong diéu kién c6 mit IL-2 (900 pl/ml) trén cac té bao ICOS-L-L hoic
hdn hop cta céc té bao OX40L-L va céc té bao ICOS-L-L trong tir 3 dén 6 ngay. Su
san xuét xytokin trong phan dich ndi dugc xac dinh bing ELISA. Két qua thé hién

ring OX40L @c ché manh su san xudt IL-10 béi cac té bao Treg.

Viéc phat hién ra ring OX40L c6 khéa ning trc ché sy tao thanh va chirc nang
clia cée t€ bao Trl duogc kich thich béi céc chit tre ché min dich Dex cong véi vit
D3, ICOSL, hogc DC, lam néi bt co ché méi ma bang co ché nay OX40L thic ddy
kha ning gdy mién dich va pha v& su dung nap trong cic dang khic nhau cia dap
tng mién dich duge diéu tiét bdi CD4- hoiic CD8, nhu s& dugc hidu béi ngudi c6
hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat tvong (mg. Kha ning cua OX40L d& ac
ché su tao thanh té bao Trl trong khi ca hai dap tng TH1 duogc kich thich béi IL-12
hogic TH2 dugc kich thich bdi IL-4 cho thiy ring OX40L c6 thé didu khién d6 16n

clia d4p ng mién dich dugc didu tiét boi TH1 hodic TH2. Ngoai ra, kha ndng cla
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OX40L dé e ché sy tao thanh t& bao Trl tinh chit doc nhit ctia OX40L, vi hai
thanh phan khéc ctia ho TNF GITRL va 4-1BBL khéng c6 tinh chét chitc ning. Hon
nita, kha nang ctia OX40L dé wc ché su san xudt IL-10 béi cac té bao Treg I xac

dinh OX40L 14 c6 kha niang diéu tri u lympho té bao B va céc bénh ung thu khéc.

Nhiéu phén tr d3 duoc nhén dién rﬁng thic ddy su tao thanh t& bao Trl, gdm
IL-10, IFN-a, ICOSL, va hogp chét e ché mién dich nhu Dex cdng véi vit D3.
OXA40L biéu thj kha ning tic ché su tao thanh céc té bao Trl khong chi tir t& bao T
CD4" chua qua thi nghiém, ma con tir t& bao T CD4* ghi nhé va t& bao T diéu hoa.
Tinh chdt méi nay cia OX40/0X40L c6 thé giai thich bdo céo gin day ring viéc
truyén tin hiéu OX40 cho phép té bao T tu phan tmg khong di tmg dé dat dugc céc
chirc ning té bao tac dong. Viée hudng dich OX40/0X40L nhu vay mang lai viéc
diu tri cho cac bénh di tmg va ty mién & ngudi va cling nhu d6i véi su phat trién
clia viéc diéu tri cac bénh 14y nhidm va ung thu & ngudi bao gdm nhung khong gi6i
han & u melanin, ung thu nfo, ung thu xwong, bénh bach cau, u lympho, ung thu cé
ngudn géc tir t& bao biéu md (carcinom biéu md) nhu carcinom t& bao nén,
adenocarcinom, ung thu da day-rudt nhu ung thu moi, ung thu mdm, ung thu thuc
quén, ung thu rudt non va ung thu da day, ung thu ruét két, ung thu gan, ung thu
bang quang, ung thu tuy, ung thu budng trimg, ung thu cb, ung thu phéi, ung thu v
va ung thu da, nhu ung thu t& bao vay va té bao nén, ung thu tuyén tién liét,

carcinom t€ bao thén, va cac bénh ung thu di biét khac.

Céc rdi loan hodc tinh trang bénh ma cé thé duoc ngin ngira hoic duogc didu
tri bang cac khang thé va cac phwong phap duge md ta trong ban m6 ta ndy gébm
viéc ngin nglra hodc viée diéu tri ung thu, nhu bénh bach clu té bao T da, khéi u
dAu va cb, ung thu tuy, ung thu bang quang, u thin kinh dém cép do cao, di can nio,
u melanin, ung thu da, ung thu phdi, ung thu v, ung thu tuyén tién liét, ung thu
rudt két, bénh bach cdu, hoi ching loan san tiy (tinh trang bénh tién bénh bach
cau), va da u tuy. Nhin chung, su di cin ctia bénh ung thu bat ky c6 thé duge ngin
nglra hoc duge didu tri bing cach ghép va cac phuong phép duoc md ta trong ban
md ta ndy. Céc khang thé ciing c6 thé dugc sir dung dé ngin ngira hodc diéu tri tinh
trang bénh ting sinh tao mach gdm chimg giin mao mach, u tinh mach, u nguyén

bao mach méu. C4c rbi loan, bénh hozc tinh trang bénh khéc bao gdm bénh do virut,
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mot s bénh trong d6 thuong duge coi 14 "khong chita duge." Cac khang thé, vi du,
cling ¢6 thé dugc sir dung dé phén loai cac ching clia mdt tac nhan gdy bénh. Céc
nha nghién ctru c6 thé st dung céc khang thé duoc mé ta trong ban md ta nay dé

xéc dinh va dé phat hién ra cac té bao hodc phan tir cu thé trong sinh vat.

No6i chung, thudt ngit "bénh ung thu" va "ung thu" dung dé chi hodc md ta
tinh trang bénh sinh ly & dong vat c6 vi ma thuong déc trung & chd sy sinh trudng
t& bao khong dugc didu hoa. Cu thé hon, bénh ung thu ma c6 thé dugc diéu tri hozc
ngan ngira bing cach sir dung mot hodc nhidu khéng thé bit ky dugc mo ta trong
ban md ta nay hoic bién thé ciia ching, bao gébm nhung khéng chi gi6i han &,
carcinom, u lympho, u nguyén bao, bénh sacom, va bénh bach cau. Vi du cu thé hon
vé céc bénh ung thu ndy bao gdm nhung khéng chi gi6i han &, ung thu té bao vay,
ung thu phdi (gdm ung thu phdi té bao nho, ung thu phdi t& bao khéng nho,
adenocarcinom cta phdi, va carcinom t& bao vay ctia phéi), ung thu mang bung,
ung thu té bao gan, ung thu da diy hogic ung thu bung (gdm ung thu da day-rudt va
ung thu chit dém da day-rudt), ung thu tuy, u nguyén bao x6p, ung thu ¢d, ung thu
budng trimg, ung thu gan, ung thu bang quang, ung thu gan, ung thu v, ung thu
rudt két, ung thu rudt két-truc trang, carcinom ndi mac tir cung ho#ic carcinom tir
cung, carcinom tuyén nudc bot, ung thu than hodc thude than, ung thu gan, ung thu
tuyén tién liét, ung thu 4m hd, ung thu tuyén gidp, carcinom gan va cac loai khéc
nhau cta ung thu dau va cd, u melanin, u melanin lan bé mit, u melanin ndt rudi 4c
tinh, u melanin ndt chdm bén ngoai, u mélanin dang két hach, cling nhwr u lympho té
bao B (gdm u lympho cdp d6 thip/co nang khong phai dang Hodgkin (NHL); NHL
lympho bao nho (SL); NHL cip d6 trung binh/cé nang; NHL khuéch tén cdp do
trung binh; NHL nguyén bio mién dich cép d6 cao; NHL nguyén bao limphé cép do
cao; NHL té bao khong bi chia cit nho cip d6 cao; NHL bénh khdng 16; u lympho
t6 bio vo ndo; u lympho lién quan dén AIDS; va Macroglobulin huyét
Waldenstrom); bénh bach ciu lympho bao man tinh (CLL); bénh bach cau nguyén
bao limphd cép tinh (ALL); bénh bach cau t& bao 16ng; bénh bach ciu nguyén tiy
bao man tinh; va rdi loan ting sinh t& bao lympho sau cdy ghép (PTLD), ciing nhu
su ting sinh mach bét thudng c6 lién quan dén u thin kinh-ngoai bi, bénh phu (nhu

c6 lién quan dén khdi u ndo), va hdi chimg Meigs.
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Céc phuong phap diéu tri hodc ngin ngira rdi loan mién dich cling duoc dé
xudt trong ban mé ta ndy. Cac phuong phap nay bao gém viée sir dung luong hitu
hi€u cua khang thé cho dbi tugng can didu tri. Theo mot sb phuong an, réi loan
mién dich 1a rdi loan mién dich hogic bénh v& hé tw mién. R8i loan nay 1a bénh hen,
viém da di ing, viém mi di Ung, bénh viém rudt, bénh xo cing rai rac, GVHD,
vd/hodc luput ban do toan than. Theo mot sd phuong 4n, rdi loan 14 bénh ¢6 lién

quan dén virut, vi khuan hodc chat gdy nhiém khic.

Hon nita, cac khang thé va cic phuong phép ma dwoc mé ta trong badn mo ta
ndy c6 thé duoc sit dung dé ngin ngira hoic didu tri bénh viém va tinh trang bénh,
nhu bénh viém xuong khép, viém khép dang thap, bénh Crohn, viém rudt két man
loét, va bénh tu mién nhu bénh ty mién luput va hdn hop. Vi du, cac khang thé
duge md ta trong ban md ta ndy cd thé 14 hitu dung trong viée didu tri mot s§ bénh
tw mién va bénh viém bao gém bude str dung luong hitu hidu dé tri lidu cta khang
thé cho dbi tuong can thiét, trong d6 bénh tw mién hodc bénh viém 13 mot hoac
nhiéu bénh bét ky trong s6 cic bénh sau: bénh dai thao dudng phy thude insulin
(insulin-dependent diabetes mellitus: IDDM), bénh dai thdo dudng, bénh xo cling
rai rac, bénh viém ndo tiy tw mién thir nghiém, bénh viém nio tiy rai rac cép, viém
khép, viém khép dang thip, viém khép ty mién thir nghiém, bénh nhuoc co nang,
viém tuyén giap, bénh Hashimoto, ching phi niém nguyén phat, chirg nhiém doc
do tuyén giap, bénh thiu méu 4c tinh, viém da day teo tw mi&n, bénh Addison, bénh
mén kinh s6m, ching v6 sinh & nam gidi, bénh dai duong vi thanh nién, hoi chirng
Goodpasture, bénh pemphigut thong thuong, dang pemphigut, viém mit déng cam,
viém mang mach nho thiy tinh thé, bénh thiéu mau tan huyét tw mién, bénh giam
bach cau tu phét, xo gan mat nguyén phat, bénh viém gan man tinh hoat tinh Hby.ye,
xo gan khéng r8 ngudn gbc, viém rudt két man loét, hoi chimg Sjogren, bénh cing
bi, bénh u hat Wegener, bénh viém bi co/da bi co, LE hinh dia, luput ban dé toan
than, bénh Chron, bénh vdy nén, Viém cimg khép dbt sdng, hoi ching khéng thé
khang phospholipit, chiing thiéu méau khéng téi tao, bénh viém gan ty mién, bénh
Coeliac, benh Graves, hdi chimg Guillain-Barre (Guillain-Barre syndrome: GBS),
ban xuat huyét giam tiéu cdu ty phat, hi chimg giat rung co lac rung giat mét

(Opsoclonus myoclonus syndrome: OMS), viém than kinh thi gidc, viém tuyén giap
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ORd, Pemphigut, viém da khép, xo gan mét nguyén phat, hoi chiing Reiter, hoi
ching Takayasu, chiing viém dong mach thai duong, bénh thiéu méau tan huyét ty
mién Warm, bénh u hat Wegener, bénh nglra mén toan than rung 16ng, bénh Behcet,
bénh Chagas, hoi chitmg mét méi man tinh, chimg loan than kinh sinh dudng, bénh
lac ndi mac tir cung, ching nhiém tring viém tuyén mé héi, viém bang quang k&,
chimg ting truong luc co than kinh, bénh sacoit, bénh cimg bi, viém rudt két man
loét, bénh bach bién, chiing dau 4m h¢ man tinh, bénh viém da, viém da tiép xtc di
Ung, viém da day H. pylory, b¢nh viém miii man tinh, bénh xo cing ddng mach va

bénh manh ghép chdng lai vat chu.

Cu thé hon, “bénh tu mién" dugc dé cip dén trong ban mé ta niy 1a bénh
hoc r6i loan xuit hién va huéng dén viée chéng lai mé hodc co quan cta c4 thé
hogc sy ddng xuét hign hogc tich riéng ctia ching hodc din dén tinh trang bénh tir
d6. Bénh tu mién 6 thé chi tinh trang bénh 1a két qua tir, hodc bi trAm trong thém
boi, su san xuét khang thé bing t& bao B ma phén tng véi md va khang nguyén co
thé binh thudng. Ngoai ra, bénh tw mién 14 bénh ma c6 thé tham gia vao sy tiét cia
tu khang thé ma 1a dic hiéu dbi véi epitop tir khang nguyén tu than (vi dy, khéng
nguyén nhéan).

Céc bénh hojc r6i loan tu mién ma c¢6 thé didu tri va/hodc ¢6 thé ngin ngira
bang mdt hodc nhidu khang thé bit ky duge mé ta trong bin mé ta nay bao gbém
nhung khéng chi gi6i han &, viém khép (viém khép dang thap nhu viém khép cép,
viém khép dang thép man tinh, bénh git hodc viém khép thdng phong, viém khép
cép théng phong, viém khép mién dich cép, viém khép man tinh, viém khép thoai
hoa, viém khép bi kich img boi colagen loai II, viém khép nhiém khudn, viém khép
do bénh Lyme, viém khdp ting sinh, bénh viém khép vay nén, bénh Still, viém
khép dbt séng, va viém khop dang thdp bt dAu & tudi vi thanh nién, bénh viém
xuong khép, viém khép man tinh (arthritis chronica progrediente), viém khép bién
dang, viém da khép man tinh (polyarthritis chronica primaria), viém khép phan
{ing, va viém d6t séng dang thap), bénh da ting sinh cao do viém, bénh vay nén nhu
bénh Véy nén thé mang, bénh Véy nén giot, bénh véy nén myn mu, va bénh véy nén
thugc moéng, tang di rng gém cac bénh di ung nhu bénh s6t mia he va héi ching

Job, chirng viém da gém viém da ti€p xuc, viém da ti€p xGc man tinh, viém da tréc,
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viém da di ung, viém da tiép xuc di ing, viém da dang ecpet, viém da dang déng
tién, viém tiét ba nhon, chung viém da khong dic hiéu, viém da tiép xuc kich thich
nguyén phat, va viém da dj ing, hoi chimg IgM cao lién két x, bénh viém trong mét
di ing, bénh may day nhu bénh may day di ing man tinh va bénh may day tu phat
man tinh, gc‘A)m bénh may day ty mién man tinh, viém co, bénh viém da co/bénh
viém bi co, bénh viém bi co & tudi vi thanh nién, hoai tlr thugng bi nhiém ddc, bénh
cting bi (gdm xo ctng toan than), bénh xo cing nhu bénh xo cing toan than, bénh
X0 climg rai rac (multiple sclerosis: MS) nhu MS tly sdng-thi gidc, MS tién trién
nguyén phat (primary progressive MS: PPMS), va MS thodi lui hay tai di tai lai
(relapsing remitting MS: RRMS), bénh xo cting toan than tién trién, bénh xo vita
dong mach, bénh xo cimg dong mach, xo cing rai rac, bénh xo ciing mét diéu hoa,
viém tdy séng-than kinh thi giac (neuromyelitis optica: NMO), bénh viém rudt
(inflammatory bowel disease: IBD) (vi du, bénh Crohn, bénh da day ru6t do ty mién
gdy ra, viém rudt két nhu viém rudt két man loét, viém rudt két man loét (colitis
ulcerosa), viém rudt két cué nhd, viém rudt két colagen, viém rudt két polyposa,
viém rudt non-két hoai tir, va viém rudt két qua mang, va bénh viém rudt tu mién),
chimg viém rudt, bénh mi da hoai thu, ban d6 nét, viém dudng mat gy cung
nguyén phét, hdi ching suy hd hip, gdm héi chimg suy hd hép & nguoi 1on hoac
cap tinh (ARDS), viém mang ndo, chimg viém & tit ca hodc mot phin ciia mang
mach nho, viém méng mét, ‘ching viém mang mach, 1di loan huyét hoc tu mién,
viém d6t sbng dang thp, viém mang mach dang thép, phtt mach di truyén, t4n hai
day than kinh so nhu trong viém mang ndo, ecpet thai nghén, pemphigut thai nghén,
ngua biu, suy buéng trimg sém tu mién, mit thinh gidc dot ngdt do tinh trang bénh
tw mién, céc bénh duge diéu tiét béi IgE nhu phan vé va di tmg va viém mii dj ¢ng,
viém ndo nhu viém ndo Rasmussen va viém ndo ria va/hogc than ndo, viém mang
mach nho, nhu viém mang mach nho trudc, viém mang mach nho truéc Cép tinh,
viém mang mach nho u hat, viém mang mach nho khong u hat, viém mang mach
nho khang nguyén thé thiy tinh, viém mang mach nho sau, hodc viém mang mach
nho tw mién, viém than tiéu ciu (GN) c¢6 va khong ¢ hdi ching hu than nhu viém
than tiéu cAu man tinh hodc cép tinh nhu GN nguyén phat, GN dugc didu tiét béi
mién dich, GN thudc mang (bénh than thudc mang), GN thudc mang tu phat hodc
bénh than thugc mang tur phat, GN ting sinh mang hodc thugc mang (MPGN), gém
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loai I va loai II, va GN tién trién nhanh chéng, chimg viém thén tang sinh, suy ndi
tiét da tuyén ty midn, viém quy diu gdm viém quy dau balanitis circumscripta
plasmacellularis, viém quy du-bao, ban do vong ly tam, ban do dyschromicum dai
dang, ban d6 da dang, u hat hinh vong, liken 14m tim, liken xo ctng teo, liken don
man tinh, liken gai, liken phing, bénh vay cé phién mong, chiimg tang sinh bong
biéu bi, ching day sting trude 4c tinh, bénh mu da hoai thu, tinh trang bénh di tng
va cc dap Ung di Gmg, phan tng di ing, eczema gdm eczema di ung hodc eczema
lac chd di Ung, eczema khéng tiét nhon, eczema bénh td dia, va vesicular
palmoplantar eczema, bénh hen nhu bénh hen tiéu phé quan, bénh hen phé quén, va
bénh hen ty mién, tinh trang bénh c6 lién quan dén su thAm nhiém coa té bao T va
cac dap ing viém man tinh, phdn ing mién dich khang khang nguyén la nhu nhém
mau A-B-O cua thai nhi trong qué trinh thai nghén, bénh viém phéi man tinh, viém
co tim tw mién, thiéu sy bam dinh cia bach cau, luput, gém viém than luput, viém
ndo luput, luput thudc nhi khoa, luput khong thudc thén, luput ngoai than, luput
hinh dfa va luput ban dé hinh dfa, luput rung téc 16ng, luput ban d6 toan than (SLE)
nhu SLE thudc da hoic SLE thudc da ban cép, hoi chimg luput so sinh (NLE), va
luput ban do ri rac, bénh dai thio dudng bit dau & tudi vi thanh nién (typ I), gdm
bénh déi thio duong phu thudc insulin & nhi khoa (IDDM), bénh d4i thao dudng bét
dau & ngudi trudng thanh (Bénh dai duodng typ II), bénh dai thdo dudng tw mién,
bénh dai thdo nhat ty phéat, bénh véng mac dai thdo dudng, bénh thin dai thio
duong, roi loan dong mach 16n déi thao dudng, dap tmg mién dich c6 lién quan dén
tinh qua mén cép va trd dugc diéu tiét boi xytokin va céc té bao lympho T, bénh lao,
bénh sacoit, bénh u hat gém u bénh u hat dang u bach huyét, bénh u hat Wegener,
ching mét bach cau hat, ching viém mach, gém viém mach, viém mach mach 16n
(gém bénh thip khép dau nhidu co va ching viém ddng mach té bao khéng 15
(Takayasu's)), viém mach mach trung binh (gdm bénh Kawasaki va viém da dong
mach hinh nat/viém nit quanh ddng mach), viém da ddng mach cuc nhd, viém
mach mién dich, viém mach CNS, viém mach thudc da, viém mach qua man, viém
mach hoai tir nhu viém mach hoai tir toan than, va viém mach c6 lién quan dén
ANCA, nhu viém mach hodc hdi ching Churg-Strauss (CSS) va viém mach mach
nhé c6 lién quan dén ANCA, chimg viém déng mach thai dwong, chimg thiéu méu

khong tai tao, chung thiéu mau khong tai tao tu mién, ching thiéu mau Coombs
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dwong tinh, ching thiéu mau Diamond Blackfan, chimg thiéu mau tan huyét hodc
chimg thiéu méu tan huyét midn dich gdm chimg thiéu méu tan huyét tu mién
(AIHA), chiing thiéu m4u 4c tinh (anemia perniciosa), bénh Addison’s, thiéu mau
khong tai tao bam sinh hodc bit san (PRCA), chiing thiéu hut yéu t§ VIIL, bénh ua
chay méau A, giam bach cau trung tinh ty mién, giam toan thé huyét cdu, giam bach
cau, bénh c6 lién quan dén sy xuyén mach ctia bach cdu, rdi loan viém CNS, bénh
Alzheimer, bénh Parkinson, -h(f)i chimg tén thuong da co quan nhu cac tdn thuong
thir phat dén nhiém khuan huyét, chin thuong hoic xuét huyét, bénh dugc didu tiét
boi phitc hop khang nguyén-khéng thé, bénh mang nén khang tiéu cu, hoi ching
khéng thé khang phospholipit, viém day than kinh di Gmg, bénh/hdi chimg Behcet's,
héi ching Castleman's, hoi chimg Goodpasture's, hoi chung Reynaud's, hdi ching
Sjogren's, hdi chimg Stevens-Johnson, dang pemphigut nhu dang pemphigut co
bong nuéc va dang pemphigut & da, pemphigut (gdm pemphigut thong thudng,
pemphigut tréc, dang pemphigut mang nhdy pemphigut, va pemphigut ban do),
bénh da tuyén ndi tiét ty midn, bénh hodc hoi chimg Reiter’s, tdn thuong do nhiét,
tién san giat, rbi loan phirc hgp mién dich nhu viém than phirc hop mién dich, viém
than duoc diéu tiét boi khang thé, bénh da than kinh, bénh thin kinh man tinh nhu
bénh da thin kinh IgM hoic bénh thin kinh dugc diéu tiét bai IgM, giam luong tiéu
cdu (nhu duoc phat trién boi bénh nhan bj nhdi méau co tim, ching han), gdm ban
xuit huyét nghén mach (TTP), ban xuit huyét sau khi truyén mau (PTP), gidm
lwong tiéu cdu bi kich tng boi heparin, va giam lugng tiéu cau ty mién hodc dugce
didu tiét boi mién dich nhu ban xuét huyét giam tiéu cau ty phat (ITP) gébm ITP man
tinh hodc cAp tinh, viém cling mac nhu ty phéat viém cing mac simg, viém thugng
ciing mac, bénh ty mién thudc tinh hoan va buéng tring gém viém tinh hoan va
viém budng tring ty mién, chiing giam ning tuyén giap nguyén phat, chimg giam
ning tuyén cén gidp, cdc bénh noi tiét tyr midn gdm viém tuyén giap nhu viém tuyén
gidgp tw mién, bénh Hashimoto, viém tuyén gidp man tinh (viém tuyén giap
Hashimoto's), hodic viém tuyén gidp ban cip, bénh tuyén giap ty mién, ching giam
ning tuyén gidp tu phat, bénh Grave’s, hoi chimg da tuyén nhu hoi chimg da tuyén
tu mién (hodc hdi ching bénh ndi tiét da tuyén), hoi chimg cén ung thu, gdbm hoi
chiing cén ung thu thdn kinh nhu héi chimg nhugc co Lambert-Eaton hodc hoi

chiing Eaton-Lambert, hdi chitng ngudi cung do (stiff-man hodc stiff-person), bénh
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viém ndo tlry nhu bénh viém néo tiy di (ng hodc bénh viém ndo tiy dang di ing va
bénh viém ndo tiy di ng thuc nghiém (EAE), bénh nhuoc co ndng nhu bénh nhuge
co ning c6 lién quan dén u tuyén trc, thoai héa tidu nio, chung tang truong luc co
than kinh, hoi chiing lac rung giat mét hogc hoi chig giit rung co lac rung giat mét
(OMS), v bénh than kinh thudc trung tAm cam gidc, bénh thin kinh van dong nhidu
tiéu diém, hoi chitng Sheehan's, bénh viém gan tuw mién, bénh viém gan man tinh,
bénh viém gan lupoid, bénh viém gan té bao khéng 15, bénh viém gan man hoat
ddng hodc bénh viém gan man hoat dong tu mién, chimg viém phéi khu tra k& dang
bach huyét (LIP), viém tidu phé quéan tic nghén (khong cdy ghép) vs NSIP, hoi
chimg Guillain-Barre, bénh Berger's (bénh thén IgA), bénh than IgA tu phat, bénh
da IgA thanh dai, sét c4p tinh do bénh da wa bach cdu trung tinh, bénh mun mu dudi
16p sirng, bénh da c¢6 bong nudce thodng qua, xo gan nhu xo gan mat nguyén phat va
bénh xo phéi, hdi chiing bénh rudt non ty mién, bénh Celiac hoic Coeliac, bénh
viém rudt loét mi¢ng celiac (bénh rudt non khéng dung nap gluten), bénh viém rudt
loét miéng dai déng, bénh viém rudt loét miéng tr phat, crioglobulin-huyét, xo cing
cOt bén teo co (ALS; bénh Lou Gehrig's), bénh ddng mach vanh, bénh tai ty mién
nhu bénh tai trong tw mién (AIED), mét thinh gidc tw mién, viém da sun nhu viém
da sun dai ding hoc tai phat hodic dang tai phat, bénh tich protein phé nang, héi
chimg Cogan's /viém gidc mac k& khong phai dang bénh giang mai, ching liét
Bell’s, bénh/hdi chimg Sweet's, bénh tring c4 do ty mién, chimg dau c6 lién quan
dén ecpet, chimg thoai héa dang tinh bt, bénh tang bach huyét bao khong phai ung
thu, bénh ting bach huyét bio nguyén phat, gdm bénh ting bach huyét bao t& bao B
don dong (vi dy, bénh gamma don dong lanh tinh va bénh gamma don dong muc y
nghia khong xéc dinh, MGUS), bénh than kinh ngoai vi, hdi chimg cén ung thu,
bénh ly kénh ion nhu chitng dong kinh, b¢nh nhirc nira dAu, ching loan nhip tim, rbi
loan co, tat diéc, dui mu, bénh liét chu ky, va bénh ly kénh ion ctia CNS, ching tu
ky, bénh co do viém, xo cing tiéu cdu thin 6 hoic manh hoic 6-manh (FSGS),
bénh ly mét noi tiét, viém mang giita va diy mét, viém mang mach-vdng mac, rdi
loan gan ty mién, hdi ching dau co xo, suy nhiéu tuyén ndi tiét, hoi ching
Schmidt's, viém tuyén thuong than, teo da day, sa sut tri tué trude tudi gia, bénh huy
myelin nhu bénh hiy myelin tu mién va bénh da than kinh hily myelin viém man

tinh, hdi ching Dressler's, bénh rung téc vung lén, bénh rung téc toan bd, hdi ching
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CREST (chung ngém voi, hién tugng Raynaud's, loan van dong thuc quén, ching
X0 cimg ngdn tay, va su gidn mao mach), ching v6 sinh ty mién & nam giéi va nir
gi6i, vi du, do cdc khang thé khang tinh tring, bénh mé lién két hdn hop, bénh
Chagas', st thip khép, sy sy thai tai di&n, bénh phdi & ngudi néng dan, ban do da
dang, hoi chimg sau tht thuat mé tim, hoi chimg Cushing's, bénh phdi & ngudi thich
nudi chim, viém mach u hat di img, viém mach lymphd bao lanh tinh, hoi ching
Alport's, chimg viém phé nang nhu chimg viém phé nang di tmg va chimg viém phé
nang xo, bénh phéi k&, phan tng truyén mau, bénh hui, bénh sbt rét, bénh do ky
sinh trung nhu bénh Leismania, bénh kypanosomiasis, bénh san mang, bénh giun
diia, bénh ndm Aspergillus, hdi chimg Sampter's, hoi ching Caplan's, sét xudt
huyét, viém mang trong tim, xo héa mang trong tim, xo héa phéi k& khuéch tan, xo
hoa phéi k&, xo hda phéi, x0 hda phéi tur phat, bénh xo nang, viém ndi nhin, ban do
nbi cuc rin, chimg nguyén héng cdu huyét tré so sinh, viém mac ua eosin, hoi
chimg Shulman's, hoi ching Felty's, bénh giun chi, viém thé mi nhu viém thé mi
man tinh, viém thé mi tap sic, Viém mdng mét-thé mi (cAp hoic man tinh), hodc
viém thé mi Fuch's, ban xuét huyét Henoch-Schonlein, bénh nhifm khuin do virut
gdy suy giam mién dich & nguoi (HIV), SCID, hdi chimng suy giam mién dich méc
phai (AIDS), bénh nhiém khudn do virut echo, bénh nhidm trang, nhidm noi doc tb
huyét, viém tyy, nhiém doc gidp, bénh nhiém khuin do parvovirut, bénh nhidm
khuén do virut rubella, hoi chiing sau khi chiing ngira vacxin, bénh nhidm khuan do
rubella bim sinh, bénh nhiém khudn do virut Epstein-Barr, bénh quai bi, hdi chirng
Evan's, suy tuyén sinh dyc tu mién, chimg mua gist Sydenham, ching viém thin
sau nhidm khudn cdu chudi, viém mach tao huyét khdi nghén, chitng nhiém ddc do
tuyén gidp, tabét, viém mang mach, chimg dau nhiéu co té bao khéng 18, viém phdi
qua min man tinh, viém giéé-ké't mac kho, viém giéc-két mac khoé thanh dich, héi
ching bénh viém than tu phat, bénh cAu than sang thuong tbi thiéu, tdn thuong tai
ddy mau do thiéu mau cyc bd va thudc gia dinh, lanh tinh, tai diy méu co quan cdy
ghép, tinh tu mién dich thudc vdng mac, viém khép, ching viém phé quan, bénh
phdi/dudng khi tic nghén man tinh, bénh bui phdi, bénh 4p to, viém miéng 4p to,
rdi loan xo ciing dong mach, bénh asperniogenese, su tan huyét tw mién, bénh
Boeck's, crioglobulin-huyét, sy co cting Dupuytren's, viém néi nhin phan vé thé

thly tinh, viém rudt non di tng, ban dé nbt do cui, chiimg li¢t mét tu phat, hdi chirng
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mét moi man tinh, sbt thip khép, bénh Hamman-Rich's, mat thinh gidc thin kinh
cam giac, huyét cau t5-niéu kich phéat, bénh gidm ning tuyén sinh duc, viém rudt
hdi doan cudi, giam bach cau, bénh tang bach ciu don nhin nhiém khuén, viém tay
ngang, chimg phi niém ty phat nguyén phat, bénh hu than, nhan viém ddng cam,
viém tinh hoan u hat, viém tuy, viém nhiéu r& than kinh c4p, bénh mu da hoai thu,
viém tuyén gidp Quervain's, chimg teo spenic mic phai, u tuyén trc khong phai ac
tinh, bénh bach bién, hdi ching séc doc t6, ngd doc thirc in, tinh trang bénh ¢6 lién
quan dén su thdm nhiém cta té bao T, ching thiéu hat sy bam dinh cua bach cAu,
dap ung mién dich c6 lién quan dén tinh qui min clp va tr& duoc didu tiét boi
xytokin va céc té bao lympho T, c4c bénh c6 lién quan dén sy xuyén mach ctia bach
cau, hoi ching tén thuong da co quan, bénh duoc diéu tiét boi phtrc hop khang
nguyén-khéng thé, bénh mang nén khéang tiéu ciu, viém day than kinh dj tng, bénh
da tuyén ndi tiét tw mién, viém budng trimg, chimg phi niém nguyén phat, viém da
day teo ty mién, viém mét dong cam, bénh thdp khép, bénh mé lién két hén hop,
hoi chimg hu than, viém déo tuy, suy da tuyén ndi tiét, hoi chimg da tuyén ty mién
loai I, chl’rng giam ning tuyén cén gidp tw phat bit ddu & nguoi truong thanh
(AOIH), bénh co tim nhu bénh co tim bi gidn, bong biéu bi bong nudc mic phai
(EBA), bénh nhiém sc t6 sit md, viém co tim, hdi chimg hu than, viém dudong mat
gdy cing nguyén phét, viém xoang mung mu hodc khong mung mu, viém xoang
cép hodc man tinh, viém xoang xuong sing, tran, xwong ham trén, hoic xuong
buém, rdi loan c6 lién quan dén bach cdu ua eosin nhu ching ting bach cdu ua
eosin, chimg ting bach ciu ua eosin thdm nhiém phdi, héi chimg ting bach ciu wa
eosin-dau co, hdi chiing Loffler's, viém phéi ua eosin man tinh, chimg ting bach
cdu wa eosin phbi nhiét déi, bénh ndm Aspergillus viém phé quéan-phdi, u nim do
Aspergillus, hoic u hat chita céc té bao wa eosin, phan vé, viém khép ddt sdng huyét
thanh 4m tinh, bénh tu mién da tuyén noi tiét, viém dudng mat gy cimg, cling mac,
thuong ciing mac, bénh ndm Candida niém mac da man tinh, h¢i ching Bruton's,
chung gidm gamma globulin—huyét thoi ky vi thanh nién, hdi ching Wiskott-
Aldrich, hoi ching mét diéu hoa giin mach, giin mach, rdi loan ty mién cé lién
quan dén bénh colagen, bénh thap, bénh than kinh, viém hach bach huyét, giam dap
{mg huyét 4p, loan chirc ning mach, tén thuong mo, chimg thiéu méu cuc bd tim-

mach, chirng ting cdm dau, ching thi€u mau cuc bd than, chirng thiéu mau cuc bd
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ndo, va bénh di kém véi su tao mach, rdi loan qua min di tmg, viém thén tiéu cau,
tdn thuong tai tuéi mau, thidu mau cu bd re-su truyén dich rbi loan, tdn thuong tai
tudi mau cla co tim hodc cac mo khic, viém khi-phé quan thudc u bach huyét, bénh
da do viém, bénh da véi cac thanh phén viém cép, suy da co quan, bénh c6 bong
nudc, hoai tir vé than, viém mang ndo mung mu cép hoic céc rdi loan viém hé thin
kinh trung uong khac, réi loan viém mét va & mét, hoi chimg c6 lién quan dén viéc
truyén bach ciu hat, tinh déc gay ra bdi xytokin, ching ngt rfi, chimg viém nghiém
trong cip tinh, chimg viém khé chita man tinh, viém bé than, chirng tang san ndi

dong mach, loét da day, chirg viém am hd, va bénh lac ndi mac tit cung.

Céc khang thé dugc mé ta trong ban md ta ndy c6 thé c6 nhidu tng dung
trong ly thuyét, y hoc va thwong mai. Céc khang thé nay c6 thé duoc sir dung trong
céc loai thir nghiém chan doan khac nhau, vi du, d phat hién nhidu bénh hodc sy c6
mit cta cac thube (duoc phém), doc tb hodc céc protein khac bao gém hormon, in
vitro hodc in vivo. Cac khéng thé dugc mé ta trong ban mé ta nay c6 thé c6 thd duge
stt dung trong viéc thir nghi€m bénh, vi dy, trong huyét thanh hodc mau ctia bénh
nhan. Bénh niy c¢6 thé gdm Bénh hodic cac bénh lién quan dén 0X40 hodc huéng
dan sir dung thudc khong c6 lién quan dén OX40 gdm céac bénh ung thu, bénh viém
hodc bénh tr mién khac nhau. Cac khang thé cling ¢6 thé duoc sir dung trong viéc
phét hién mién dich phéng xa va tri liu mién dich phéng xa ctia bénh ung thw, va
mdot s& phuong phép thir nghiém méi ¢6 thé sir dung cac khang thd duge mé ta nay

cho dich 13 mang t& bao ciia cac loai t& bao cu thé, tirc 13, t& bao ung thu.

Céc khang thé dugec mo ta trong ban mo ta nay cé thé duoc tao ra 1a mot
phan ctia kit hodc géi chin doan khac. Nhu vdy, duge dé xudt trong ban md ta nay
1a kit chin do4n, hoic san phdm dé sir dung v&i phuong phép xir Iy so bd & ddy. Kit
chin doan c6 thé gdm mét hodc nhidu nguyén lidu bit ky sau ddy: nguyén liéu tham
chiéu chét d6i khang/khang thé/thudc; khang thé trung hoa ddi chimg duong (tbt
hon néu 13 dé cua khi cyno); cdt Protein A+G (vi du c6t Protein A/G); chit phan
{mg khtr lipit; chit dém tinh ché 4i luc globulin mién dich (vi du cht dém lién két,
rira giai va trung hod); huyét thanh bd sung; chit pha loéing thir nghiém cho t& bao;
huéng din bing tay hodc vin ban; lo nho ciia té bao duoc lam dong lanh (vi dy, t&

bao WIL2); chit gin nhén t& bao (nhu “ TITER GLO.RTM.), v.v. vi du nhu, kit
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chin doén c6 thé bao gdm nhung khong chi gi6i han &: (a) chét khir lipit; (b) chat
dém (vi du chit dém lién két va rtra giai) dé tinh ché 4i luc globulin mién dich; va
(¢) huéng din bing tay d& huéng din ngudi st dung kit chin doan sir dung kit dé
Xt ly trudc mau sinh hoc tir dbi trong mic bénh ty mién hoic ung thu trude khi
thuc hién thir nghiém sinh hoc trén co s té bao (nhu thir nghiém khéng thé trung
hoa) trén mAu (vi du d& tranh vin dé giy can tré cia huyét thanh). Kit chin doan
con tuy y bao gém mot hodc nhidu chét bat ky sau: nguyén li¢u thudc chuin, khéng
thé trung hoa dbi chimg duong, huyét thanh b sung, chit pha lodng thir nghiém cho

t€ bao, va chat gan nhin té bao, v.v.

Céc khang thé va cc phat hién khac duge mo ta trong bin md ta nay con
mang lai cdc phuong phap sang loc hidu suét cao. Cu thé hon, va nhu dugc hiéu boi
ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat twong tmg, phuong phép ning
sut cao dé sang loc khang thé don dong dbi khang hodc chi van hodc phan tir nhé
ma lién két v6i thu thé 0X40, va ¢ thé tc ché sy tao thanh va chirc ning cia cac té
bao Trl hodc thiic ddy su tao thanh va chirc ning cla céc té bao Trl, c6 thé dugc
tao ra. Theo mdt phuong phép, dong t& bao T & nguoi (SU-DHL-1) ¢6 kha ning san
xudt IL-10 duoc chuyén nhim véi gen OX40 & nguodi (SUOX40). 100.000
SUOX40 té bao duge nudi cly voi hodc 100.000 té bao nguyén bao soi chudt nhit
(T& bio L) hogc 100.000 t& bao nguyén bao soi chut nhét biéu hién phéi tir 0X40
& ngudi (1 bao L phdi tir 0X40) trong dia c6 96 giéng. Sau 48 giy nudi cdy, phin
dich ndi méi truong nudi cdy dugc thu gom dé do IL-10 bang ELISA dic higu IL-
10. Trong thir nghiém dai dién, 100.000 t& bao SUOX40 san xuét 1én t&i 6.000
pg/ml IL-10 dugc nudi cy trong sy ving mit ctia phéi tir OX40. Trong didu kién c6
mit phdi tir OX40, 100.000 té bao SUOX40 san xuit it hon 1.000 pg/ml IL-10.
Phuong phép nudi cdy c6 thé dugce st dung dé sang loc, khong k& nhing cai khéc,
khang thé don dong dbi khang hoic phan tir nhd ma phong bé kha ning cta phdi tir
0X40 dé& tc ché su san xuit IL-10 biang t& bao SUOX40. Theo cach khac, phuong
phap nudi cly c6 thé dugc cai bién bing cach thay thé t& bao L biéu hién phdi tir
0OXA40 bing khang thd don dong chii vén tiém ning hodc phan tir nhé dic hidu véi
0X40 d xac dinh, khong ké nhing c4i khac, kha ning ctia chung dé e ché sy san
xuét IL-10 bdi t& bao SUOXA40.
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Khang thé khang OX40 dugc mo ta trong ban md ta ndy c6 thé duoc sir dung
lam thir nghiém hodc trong thir nghiém dé kiém tra hodc xac dinh hoat tinh cta
thudc hodc phéan tir khac duge tim thdy & sinh vat hoic miu hitu co. Ching c6 thé
con dugc sir dung trong thr nghiém dinh lugng dé do ham luong ctia chét trong
mau. Thir nghiém sinh hoc va thir nghiém mién dich 1a mét trong s6 nhiéu thir
nghiém héa sinh dic hi¢u ma céc khang thé nay c6 thé duoc sir dung. Céc khang thé
khang OX40 dugc néu trong ban md ta nay ¢ thé dugc sir dung trong thr nghiém
khac dé do cac quy trinh nhu hoat tinh enzym, sy bt gilt khang nguyén, hoat tinh té

bao gdc, va lién két protein canh tranh.

Céc té bao L biéu hién GITRL, OX40L, 4-1BBL, ICOSL & ngudi duoc tao
ra béi su truyén tinh trang dugc didu tiét boi retrovirut, nhu ngudi c6 hiéu biét trung
binh vé linh vuc k§ thudt twong tmg da biét. Mot cach ngin gon, trinh tu mi hoa
nguyén chiéu dai ddi voi GITRL & nguoi (Accession# NM _005092), OX40L
(Accession# NM_003326), 4-1BBL (Accession# NM 003811), ICOSL
(Accession# NM_015259) dugc khuéch dai béi RT-PCR véi ARN duge didu ché tir
PBMC duogc kich thich béi HSV-1. Sau d6, cADN dugc tach dong vao vecto
retrovirut gdc MSCV pMIGW?2 va plasmit thu dugc dugc xac minh bing enzym cét
gidi han va bé‘mg cach xé4c dinh trinh ty ADN. Dé san xudt retrovirut tai td hop, mbi
vecto dugc ddng chuyén nhiém véi cic cdu truc bao géi pCL-gp (gag/pol) va
pHCMV-VSVg (vo glycoprotein VSV) trong t& bao HEK293T. Hai ngay sau, virut
chira phan dich ndi méi truong nudi ciy dwogc thu hoach va duge sir dung dé gay
nhidm cac té bio L CD32 & moi 100. Trong diéu kién ndy >95% té bao dugc bién

nap sinh san.

Bach ciu don nhin CD14* dugc phan l4p (d6 tinh khiét >94%) duoc nudi
cdy trong diéu kién c6 mit 100 ng/ml GM-CSF va 50 ng/ml IL-4 (c4 hai chit nay
ctia hing R&D) trong 5 ngdy, nhu ngudi c¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§
thuat twong tng d4 biét. DC chua truéng thanh thu dugc duge rira va duoc nudi cly
trong 24 gio voi IFN-o (IIOOOU/ml, PBL Biomedical Laboratories), IL-10 (10
ng/ml, R&D), va céc té bao L dugc chuyén nhiém CD40L dugc chiéu xa (ty 16 t&
bao DC so v6i L, 4:1) dé thu duge DC trudng thanh, nhu ngudi ¢ hiéu biét trung
binh vé linh vyc k¥ thuét twong tng di biét.
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Té bao T CD4" chua qua thi nghiém va té bao T CD4* ghi nhé (mdi loai t&
bao c¢6 do tinh khiét >99%) dugc phén I4p tir PBMC sir dung Kit Phan lap té bao T
CD4* 1 (Miltenyi Biotec) sau d6 1a chon loc té& bao (phan doan
CD4*CD45RA*CD45ROCD25- 13 t& bao T chua qua thi nghi€m va phan doan
CD4*CD45RACD45RO'CD25" 14 t€ bao T ghi nhé), nhu ngudi cé hidu bidt trung
binh vé linh vyc k§ thugt tuong tmg da biét. 4x10* t& bao T CD4* chua qua thi
nghiém khac loai méi duge tinh ché duge ddng nudi cdy véi DC chua trudng thanh
hoac dugce nudi céy (Ty 1&¢ DC vé6i T, 1:10) trong sy c¢6 mit hodc véng mit cha
OX40L & ngudi tai tb hop (R&D, 100 ng/ml) trong céac dia 96 giéng day tron trong
7 ngdy, nhu ngudi c6 hiéu biét trung binh v linh vyc k§ thuat twong tng da biét. Té
bao T CD4* duogc tinh ché ciing dugc nudi cdy v6i IL-12 (10 ng/ml, R&D), IL-4 (25
ng/ml, R&D), hoic hdn hoﬁ ciia dexamethason (5x10% M, Life Technologies) va
lalpha,25-dihydroxyvitamin D3 (107 M) trong 7 ngdy trong diéu kién c6 mit khang
thé don dong khang CD28 hoa tan (CD28,2, 1 pg/ml) va IL-2 (50 U/ml, R&D) trén
t& bao CD32/ OX40L-L dugc chiéu xa, t& bao CD32/GITRL-L, t& bio CD32/4-
1BBL- L, hoic té bao CD32-L bd me ma d4 dugc phu trude bing khéng thé don
dong khang CD3 (OKT3, 0,2 pg/ml) trong dia 48 giéng (Ty 18 té bao T so véi té bao
L, 2,5:1), nhu ngudi c6 hiéu biét trung binh v& linh vuc k§ thuat tuong ing da biét.
Theo mdt s6 thir nghiém, t& bao T CD4* dugc nudi cly trong 7 ngay trén t& bao
CD32-L, h8n hop ciia t& bao CD32-L va Té bao CD32/ICOSL-L (ty 1€ 1:1), hoac
hdn hop ciia té biao CD32/ICOSL-L va té bao CD32/0X40L-L (ty 1& 1:1) dugc pht
truéc bang khang thé don dong khang CD3 (0,2 pg/ml) trong dia 48 giéng, nhu
ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuit twong Gmg da biét. RPMI 1640
duoc st dung va duge bd sung 10% FCS, 2 mM L-glutamin, 1 mM natri pyruvat,
penicxlin G, va streptomyxin cho méi trudng nudi cdy, nhu ngudi c6 hidu biét trung

binh vé linh vyc k§ thuit twong (mg d4 biét.

Té bao T dugc nudi céy dugc thu gom va rura, va sau d6 dugc kich thich lai
biang khang CD3 lién két dia (5 pg/ml) va khing CD28 hoa tan (2 pg/ml) & ham
lugng 1x10° t& bao/ml trong 24 gid, nhu ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé linh vuc
ky thuat twong tng da biét. Ham luong cia IL-4, IL-10, TNF-0, va IFN-q trong
phén dich ndi duoc x4c dinh bing ELISA (it ca bo kit ciia hing R&D), nhu ngudi

-44-



24246

c6 hiéu biét trung binh v& linh vuc k¥ thuét tuong tmg da biét. D& san xuét xytokin
ndi bao, té bao T dugc nudi céy duoc kich thich lai béng 50 ng/ml PMA cong véi 2
pg/ml ionomyxin trong 6 gid. Brefeldin (10 pg/ml) duge bd sung trong 2 gid cudi
cing, nhu ngudi 6 hiéu biét trung binh vé linh vyc k¥ thuat tuong img da biét. Cac
té bao duge nhuém mau bing hdn hop khéng thé don dong duoc gén nhin PE véi
IL-4 hogc khéng thé don dong dugc gén nhin TNF-a FITC v6i IFN-a va khéng IL-
10 duoc gin nhin APC (tit ca ddu cta hing BD) bing cach st dung kit FIX va
PERM (CALTAG), nhu ngudi ¢ hiéu biét trung binh v& linh vuc k§ thuét twong

mg da biét.

Té bao T dugc thu gom va duoce tai tao huyén phi trong mdi trudng chira
EDTA @& lam phan ly cdc cum, nhu ngudi c6 hiéu biét trung binh v& linh vyc k§
thudt trong Umg di biét. Cac t& bao sbng duge dém bing loai trir trypan-mau xanh
da troi clia cdc t bao chét, nhu ngudi 6 hiéu biét trung binh v& linh vyc k§ thust
tuong Ung da biét. P& thir nghiém chirc néng kim him, t& bao T CD4* chua qua thi
nghiém (A) va té bao Trl duoc tao ra tir t& bao T CD4* chua qua thi nghiém béng
khéng thé don dong khang CD3, khang thé don dong khang CD28, IL-2, Dex, va vit
D3 trong diéu kién c6 mit té bao L bb me (B) hogc té bao OX40L-L (C), ba loai t&
bao ndy va hdn hop cua ching & ty 1& 1:1 sau d6 dugc kich thich lai trong 5 ngay
bing cach nudi cdy trong diéu kién c6 mit 5 pg/ml khang thé don dong khing CD3
va 1 pg/ml khéng thé don dong khang CD28, sau thdi gian ndy su ting sinh t& bao
dugc dénh gid biang cach két hop [*H]thymidin, nhu ngudi ¢6 hidu biét trung binh
vé linh vuc k¥ thuét tuong tmg da biét.

Su tao thanh khang thé don dong dac hi€éu khang OX40 cua nguoi

Céc tac gia sang ché da tao ra khang thé don dong chudt nhit chii van phirc
hop khdng OX40 ngudi. Tinh dic hiéu lién két khang nguyén cta céc khang thé
dugc xac nhén bing bao ké chay (c4c hinh v& Fig. 10-12). Hoat tinh chl van cta
céc khang thé dugc danh gia théng qua thir nghiém chitc ning. Cac tic gia sing ché
d3 phét hién ra ring 9 trong s6 20 khang thé diic hiéu OX40 c6 thé phong bé sy tao
thanh t€ bao Trl dugc didu tiét bsi vitamin D3/dexamethason tir t& bao T CD4*
(Fig. 13), ting cudng su ting sinh té bao T CD4* (Fig. 14), va tc ché su san xuét
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ICOS*CD4"CD25%Foxp3* Treg IL-10 (Fig. 16). Céc tac gia sang ché da chudn
céc khang thé va phat hién ra ring nam hoat tinh tiém ning trong viéc trc ché su tao

thanh té bao Trl & ndng d6 thip bing 4 ng/ml (Fig. 15).
Khang thé 0X40 tic ché chirc ning CD4*CD25%Foxp3* Treg

Mbt sb khang thé don dong OX40 wc ché chire nang kim hdm ctia Foxp3*
Treg (Fig. 17). Trong s& nam khang thé (119-8B, 119-43, 119-122, 119-173B, va
106-222) ¢6 tiém ning tc chd sy san xudt IL-10 t¥ cac t& bao Trl va
CD4*CD25°°CD127 Foxp3* Tregs, ba khang thé (119-43, 119-122, va 106-222) ¢
tiém nang trong viéc phong bé chirc ning CD4"CD25°°CD127 Foxp3* Treg (Fig.
17). Tuy nhién, hai khang thé (119-33 va 120-140A) trong s 11 khang thd khong
c6 hoat tinh khang sy sin xudt IL-10, nhung phong bé chuc nang
CD4*CD25%*°Foxp3* Treg (Fig. 18).

Khang thé don dong OX40 khang ngudi

Slj tao thanh khang thé don dong OX40 khang ngudi dugce thuc hién, vi du,
bang cich gdy mién dich chugt nhit BALB/c 6-8 tudn tudi bing dong té bao chudt
nhit duge chuyén nhidm véi OX40 & nguoi sau khi thuc hién quy trinh. Dong lai
it ra khang thé don dong ma céc t§ bao OX40" dugc nhudm mau ddc hidu duge

thiét 14p va dugc phan tich.

Céc téc gia sang ché thiét ké viéc sang loc toan b d& phat hién cac dong hoat
héa viée truyén tin hiéu OX40 (tirc 13, cac khang thé cha van) bang cach e ché sy
tao thanh va chirc ning ciia céc té bao Trl. Cac dong nay dugc tinh ché tiép. Cac
khéng thé chi van khang hOX40 c6 thé dwoc 1am giéng ngudi va sir dung trong quy
trinh 1dm sang dé tri liéu khéng khéi u & ngudi, & dang riéng 18 hodc & dang hdn hop
véi vacxin khang khéi u va ta dugc khac. Mot vai loai khdi u khac nhau cé thé 1a

dich ctia céc khang thé gdm, gdm u melanin, u lympho va ung thu vu.

Theo phuong an kha¢, chudt nhit c4i BALB/c 6-8 tudn tudi dugc st dung
cho chén hogic gdy mién dich dudi da. Mdi con chudt nhit dugc tiém 5 triéu té bao
L & chudt duge chuyén nhidm véi OX40 & ngudi (L-OX40) 6 lan & cac khoang thoi

gian 3 ngdy. Ba ngdy sau khi tiém 14n thir siu, chu6t nhét bi giét va u lympho vung
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kheo (tlr sy gdy mién dich chan) ho3c 14 lach (tir sw gdy mién dich vét cét) duoc loai
b va cac t& bao dugc dung hop véi céc té bao u tuy SP2.0 hodc u tuy NSO & ty 18
1:1 dé tao ra dong lai bing cach st dung quy trinh duoc thiét 1ap. Dong lai tiét ra
khang thé don dong sau d6 dwoc sang loc v& tinh dic hiéu lién két ctia ching véi té
bao L-hOX40 bang thir nghiém ELISA. Phan dich ndi bé mit thé lai ma lién két véi
té bao L-hOX40 va khong lién két véi cac té bao bd me L duoc xac nhéan tiép vé
viée lién két trén cac t& bao L-hOX40 va SUPM2-hOX40 bang phén tich bao ké
chay.

Trong thir nghiém trén Fig. 10, phan dich ndi bé mit thé lai hOX40 dugc
sang loc dbi véi L-hOX40 so v&i céc t€ bao bd me L bang ELISA. Hai muoi khéng
thé don dong dic higu hOX40 dugc chon. Hai muoi tri¢u t€ bao L hogc té bao L
bidu hién 0X40 & ngudi (L-hOX40) dugc phi trén dia 96 giéng bing cach tron t8
bao véi 0,01% magie canxi clorua trong PBS va dé khd qua dém trong nip lam
kinh. Sau do, cac dia dugc lam ddng lanh & -20°C trong it nhét mot ngay trude khi
sit dung. Dbi véi thir nghiém lién két khang thé, céc té bao dugc lam dong lanh
duoc tai hydrat héa véi PBS va rira bing chit dém rira chira PBS cong véi 0,05%
Twen 20, va phong bé béng. 2% BSA trong chit dém rira. Sau d6, cac t& bao quy
dinh duoc sir dung dé lién két v6i phin dich ndi bé mit khang thé 0OX40. Sau do,
khang thé lién két véi té bao dugc phat hién bing khang thé thi cdp, IgG FC HRP
khang chudt nhit. Phin dich ndi bé mit thé lai dic hiéu hOX40 nh4n dién té bao L
biéu hién OX40 nhung khong nhan dién té bao L b6 me.

Trong thir nghiém trén Fig. 11, khédng thé don dong dac hiéu hOX40 duogc
sang loc bing phan tich bao ké chay. S lugng bang nhau (100k) cia té bao L va t
bao L-hOX40 dugc tron trong chit dém FACS (1% FCS/2mM EDTA/PBS) va
dugc 0 v6i 0,5 pg cac khang thé dugc tinh ché FPLC (chit dém rira giai Protein A
HiTrap/Gentle Ag/Ab). Sau .dc'), té bao duogc rira va dugc nhudm mau béng khang
thé thir clp, IgG khang chudt nhét két hop PE. Hai dinh 13 sy nhuém mau dwong
tinh va 4m tinh bing khang thé don dong khang hOX40. Mot dinh riéng 1¢ chi cac
khang thé khéng lién két hoic lién két khong dic hiéu. Hai muoi khang thé don
dong dic hiéu hOX40 dugc x4c nhin bing phén tich bao ké chay.
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Trong thir nghiém trén Fig. 12, tinh dic hiéu khang thé don dong hOX40
duoc xac nhén bang cach sir dung céc t& bao SUPM2 biéu hién hOX40 (SUPM2-
hOX40). S6 luong biang nhau (100k) cta cac t& bao SUPM2 va SUPM2-hOX40
dugc tron trong chit dém FACS (1%FCS/2mM EDTA/PBS) va dugc sir dung dé
lién két khang thé don dong hOX40 nhur trén Fig. 11. Tinh dic hidu lién két ciia mdi
khéng thé dugc phan tich bang bao ké chay. Hai dinh chi sy nhudém mau duong tinh
va 4m tinh bdi khang thé don dong khang hOX40, trong khi mot dinh don 1€ chi sy
khoéng c6 lién két hoac lién két khong déc hi€u bai cac khang thé. Hai muoi khang
thé don dong dic hiéu hOX40 duoc x4c nhén lai.

Trong thit nghiém trén Fig. 13, c4c téc gia séng ché ¢b ging xac dinh khang
thé don dong ddc hidu OX40 & ngudi ma cé thé e ché sy tao thanh té bao Trl tir té
bao T CD4" dugc kich thich boi VitD; (10 microMol mM)/Dex (50 nanoM),
CD32L/ICOSL va khang CD3/CD28 (0,2 microgam/ml). Khang thé don dong
khang hOX40 dugc bb sung vio ngay 0 ctia dich nudi cdy té bao va té bao T CD4*
sau khi kich thich7 ngay dugc cho nhuém mau ndi bao IL-10 sau d6 la phén tich
bao ké chay. Dit liéu sip xép t& bao dugc hoat hoa bdi huynh quang dién hinh
(FACS) duoc thé hién & A va ty 18 phin trim cta t& bao Trl dbi voi tat ca céc 1an
xtr Iy khéng thé don dong khang hOX40 dugc thé hién trong B. Bang cach sit dung
céc té bao thu dugc tir thir nghiém nay, céc tac gia sing ché cb ging xé4c dinh khang
thé don dong dic hiéu hOX40 ma kich thich sy ting sinh t& bao T CD4" (Fig. 14,
céc té bao duge dém vao ngay 7 sau khi kich thich) va trc ché su tao thanh Trl tur

CD4* (Fig. 13).

Pé xac dinh kha ning ctia khang thé don dong hOX40 dé trc ché su tao thanh
t& bao Trl tir té bao T CD4", t& bao Trl duge tao ra va duge nudi céy nhu dugc md
ta trong thir nghiém trén Fig. 13 trén dy. Dit liéu FACS dai dién duoc thé hién & A
va ty 18 phin trim cla cac té bao Trl sau khi xir Iy bang chin khang thé don dong
khang hOX40 dugc thé hién trong B. Nam khéng thé don dong dédc hiéu hOX40 e
ché manh su tao thanh t& bao Trl & ndng d6 4 ng/ml (Fig. 15).

Trong thir nghiém trén céc hinh v& Fig. 16A, 16B, va 16C, t& bao T
ICOS*CD4*CD127-CD25%° méi duge lya chon dugc kich thich bing khang CD3

-48-



24246

(0,2 pg/ml) trong diéu kién c6 mit t8 biao CD32L/AICOSL va té bao
CD32L/hOX40L hogc khéng thé don dong khang hOX40 hodc khang thé déi ching
trong 5 ngay. Sau d6, céc € bao duoc dém va 5 x 10* té bao dugc kich thich lai
bang khdng CD3/CD28 trong 24 gid va phdn dich ndi dugc thir nghiém v& su tiét
IL-10 bang kit ELISA. Céc tac gia sang ché da nhan dién dwgc khang thé don dong
dic hidu hOX40 ma {rc ché su tao thanh Trl tir t& bao T CD4* cling nhu tc ché sy
san xudt IL-10 tir t& bao T ICOS*CD4*CD25% ty nhién. Tregs ICOS* ICOS"
CD4'CD127:CD25°° méi dugc lwa chon dugc nudi cdy v6i t& bao
CFSECD4*CD25™M% duoc gﬁn nhén trong diéu kién ¢6 mit bach ciu don nhan duge
chiéu xa va khang CD3 (0,3 pg/ml) va mAbs khang hOX40. Sau khi nudi cdy3,5
ngdy, su ting sinh t& bao dugc danh gid déi véi dich pha lodng ctia CFSE trong céac
té bao bang FACS (Fig. 16C).

Céc hinh v& Fig. 17A va Fig. 7B thé hién viéc nhén dang khang thé don dong
khéng hOX40 ma tic ché sy tao thanh t& bao Trl va phong bé chirc nang Treg
Foxp3*CD4*CD25%°, Té bao T Foxp3*CD4*CD127-CD25%° méi dugc lwa chon
(3,5 x 10%) dugc nubi cdy véi té bao CFSECD4*CD25M% dugc gén nhan (7 x 10%)
trong diéu kién c6 mit bach cdu don nhan dugc chiéu xa (7 x 104, 6000 rad) va 0,3
pg/ml khang CD3 va cic ndng d6 khéc nhau cia khing thé don dong khéang
hOX40. Sau khi nuéi cdy 3 dén 4 ngay, su ting sinh t& bao dugc danh gia ddi véi
dich pha long ctia CFSE trong t& bao bang phan tich bao ké chay. Ty 18 phén tram
clia céc té bao phén chia dugc thé hién. Phan tich bao ké chay dai dién duogc thé
hién trén Fig. 17A. Dit liéu d6i véi 6 khang thé don dong dugc thé hién trén Fig.
17B.

Trong thir nghiém trén Fig. 18, té bao T Foxp3*CD4*CD127-CD25%*° méi
duoc lya chon (3,5 x 10%) dugc nudi cdy véi té bao CFSECD4*CD25%% duoc gén
nhin (7 x 10%) trong diéu kién c6 mit bach ciu don nhin duoc chiéu xa (7 x 10%,
6000 rad) va 0,3 pg/ml khang CD3 va cic ndng d6 khic nhau cta khang thé don
dong OX40. Sau khi nuéi cdy tir 3 dén 4 ngay, sy ting sinh té bao dugc danh gia dbi
v6i dich pha lodng ctia CFSE thudc nhudm trong cac té bao biang FACS. Dix liéu 1a

dai dién ctia hai thir nghiém. Céc tac gia sing ché di nhan dién khang thé don dong
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khang hOX40 ma khéng tic ché sy tao thanh Trl nhung phong bé chirc nang Treg
Foxp3*CD4"CD25¢%,

Trong thr nghiém trén cac hinh v& Fig. 19A va Fig. 19B, t& bao T
CD4*CD25° ¢6 ngudbn gbc tir u lympho duwoc nudi cdy véi t& bao
CFSECD4*CD25"% dugc gén nhan (7 x 10%) duoc phén 1ap tir thé cho khoe manh
trong diéu kién c6 mit bach( cau don nhan khéc loai duoc chiéu xa (7 x 10%, 6000
rad) va 0,3 microgam/ml khang CD3 va 25 pg/ml khing thé don dong khéng
hOX40. Sau khi nuéi cdy tir 3 dén 4 ngay, su tang sinh té bao dwoc dénh gia d6i véi
dich pha lodng CFSE béng FACS. Phan tich FACS dai dién dugc thé hién trén Fig.
19A va dit liéu d6i voi tht ca cac thir nghiém dugc thé hién trén Fig. 19B. Céc tac
gia sang ché da phat hién ra ring khang thé chii vin hOX40 phong bé chirc ning
Treg CD4"CD25%° ¢4 nguéﬁ gbe tir u lympho.

Fig. 20 thé hién sy nhan dién khéng thé chii van OX40 ma lién két dic hidu
v6i OX40 & ngudi va & khi rezut. Té bao don nhan méu ngoai vi khi rezut thu duoc
bang cach ly tdm Ficoll. Té bao T CD4* thu dugc bing vi hat CD4. Té bao T CD4*
duoc kich thich bang 10 pg/ml lectin tir dau cb ve (PHA). Hai ngay sau khi kich
thich, cac t& bao dugc nhudm mau béng mAbs khang hOX40 sau d6 1a IgG-APC
khang chudt & dé va CD69-PE. 106-317 duoc sir dung 1am d6i chimg 4m tinh. Séu
mAbs khang hOX40 ma hoat héa manh su ting sinh t& bao T c6 thé lién két véi té
bao T CD4" Khi rezut duoc hoat hoa, duge thé hién. Cac két qué nay cho théy réng
doc tinh ctia sdu khang thé don dong khang hOX40 nay c6 thé duoc thir nghiém &
khi.

Chi bay trong s§ 500 dong duong tinh OX40 khéng ngudi thu duogc bing
céch sir dung quy trinh dung hop théng thudng, thé hién cac tinh chit cta viéc khéi
dong OX40, bao gdm nhung khong chi gii han &, kha ning phong bé IL-10 trong

viéc gdy ra sy tao thanh Trl va chitc ndng kim him nTreg nhu néu trong Bang 1.

Bang 1. Danh sach khang thé don dong dic hiéu 0X40

Dong khang ) )
the don | Phongbe IL- | Phong bé
dong 10 nTreg
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Dong khang ) )
th¢ don | Phong bé IL- Phong be
dong 10 nTreg
1 106-108 - -
2 106-317 - -
3 106-107 - -
4 106-148 - -
5 119-204A - -
6 119-220C - +
7 119-33A - +
8 119-58 - +
9 119-181A - +
10 119-157A - +
11 120-140A - +
12 119-8B + -
13 119-173B + -
14 106-132 + +
15 106-222 + o
16 119-43 + +
17 119-122 + +
18 119-69A + +
19 120-56 + +
20 120-270 + +

Céac dong lai 106-222 va 119-122 duge chon dua trén ba tiéu chuin
1. Chiing trc ché sy tao thanh t& bao Trl tir té bao T CD4* (Treg cam (ing)
2. Chung bao toan chirc ning kim him cua céc t& bio Foxp3nTreg

3. Chung thé hién tac dung e ché phu thudc liéu lugng cta sy ngimg va su

dao nguogc té bao Trl cia chirc ning Foxp3*Treg
Khang thé kham va dugc 1am gidng ngudi

Sur ngudi héa (con duge goi 1a tao hinh hodc ghép CDR) 1a ki thuat da biét

dé 1am giam kha ning giy mién dich ctia khang thé don dong tir cic ngudn ngoai lai

-51-



24246

(bao gdm nhung khéng gi6i han & chudt) va dé cai thién sy hoat héa ctia chiing dbi
v6i hé mién dich & ngudi. Mic di co ché cia viée tao ra khang thé don dong duoc
thiét k& di truyén bang cach sir dung k¥ thuat sinh hoc phan tir 1a d4 biét, viéc ghép
don gian ving quyét dinh bd thé chudt (CDR) vao khung hoat ddong ngudi khong
ludn tai tao thanh lién két i lyc va tinh dic hidu lién két ctia khang thé don dong

ban dau.

Dé lam gidng ngudi khang thé, thiét ké ctia khang thé dugc 1am gidng nguoi
1a budc quyét dinh trong viée tai tao chirc ning ctia phén tir ban dau. Thiét ké nay
bao gdm cac lya chon khac nhau: kéo dai CDR, khung hoat ddng & ngudi dé sur
dung va viéc thay thé cac gbc tir khang thé don dong & chudt vao viing khung hoat
ddng & ngudi (dot bién nguoc). Céc vi tri dot bién nguoc da duge xac dinh cha yéu
bang phén tich trinh tw/c4u tric hoic bang phén tich mAu twong ddng ctia céu tric

3D ctia ving thay dbi.

Gén day, thu vién phago dd dugc dugc str dung dé lam thay dbi axit amin &
cac vi tri dugce chon. Tuong tu, nhiéu két qua nghién ctru da dugc dugc st dung dé
lua chon khung hoat dong & ngudi thich hop nhit dé ghép CDR & chudt vao d6. Cac
thr nghiém sém st dung tdp hop con han ché cua khang thé don dong & ngudi da
duge xé4c dinh ro dic diém (thuong nhung khong luén ludn khi ma ciu trac da c6
s&n), bat k& sy twong dong trinh tu voi khéng thé don dong & chudt (duge goi 12 su
ti8p can khung hoat dong c6 dinh). M6t s§ nhém sir dung viing thay dbi c6 voi d6
tuong ddng trinh tw axit amin cao véi ving thay dbi & chudt (s bat cip tvong dong
hodic twong hop nhét); cic nhém khac str dung trinh ty lién tmg hoc trinh tu dong
t& bao gdc trong khi cac nhém khac nita lya chon cac manh cta trinh ty khung hoat
dong trong vong mdi ving thay dbi chudi nhe hodc ving thay dbi chudi ning tir mot
vai khéng thé don dong & ngudi khac nhau. Ciing c6 huéng tiép can déi véi sy
ngudi héa dugc phét trién trong d6 thay thé cac gbc & chudt bé mit bang cac gbe
thong thuong nhit dugc tim thdy & khang thé don dong & ngudi ("tai tao bé mat"
hodc "tao vé bé ngoai") va cac gbc ma st dung nhiing su xac dinh khac nhau ciia su
kéo dai ctia CDR. Céc khang thé duoc 1am gidng ngudi dugc mo ta dudi day. Tuy
nhién, khang thd kham chtta cic ving thay déi chudi ning va chudi nhe SEQ ID
NO: 4 va 10, hodc, SEQ ID NO: 16 va 22 ciing dugc mo ta trong ban mo ta nay.
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Khang thé don dong dugce lam giéng ngudi duge thu 1y tir khang thé khang
0X40 & chudt.

Khang thé khang OX40 dugc lam giéng ngudi duoc phan 1ap c6 thd c6
CDRI chudi ning thay ddi c6 trinh tyr axit amin ciia SEQ ID NO: 1 hoic 13. Khéng
thé khang OX40 dugc 1am giéng ngudi dugc phan lap c6 thé c6 CDR2 chudi nang
thay di c6 trinh tw axit amin ctia SEQ ID NO: 2 hodc 14. Khéng thé khang 0X40
duoc 1am gibng nguoi duge phan 1ap ¢6 thé c6 chudi ning thay ddi CDR3 c6 trinh
tu axit amin cia SEQ ID NO: 3 hoac 15.

Khang thé khang OX40 dwoc 1am gidng nguoi dugce phan 1ap c6 thé co6
CDRI1 chudi nhe thay d6i ¢6 trinh tu axit amin cta SEQ ID NO: 7 hodc 19. Khang
thé khang OX40 dugc lam gidng ngudi duge phéan 1ap c6 thd ¢6 chudi nhe thay dbi
CDR2 ¢6 trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 8 hogc 20. Khang thé khang 0X40
dugc lam gidng nguoi dwgc phan 14p c6 thé c6 chudi nhe thay ddi CDR3 ¢4 trinh tu
axit amin cia SEQ ID NO: 9 hoac 21.

Khéng thé khang OX40 duoc 1am giéng ngudi duge phan 14p ¢6 thé ¢ chudi
nhe thay dbi c6 trinh tu axit amin cta SEQ ID NO: 11 hoic 23, hodc trinh tu axit
amin c6 d twong ddng it nhat 13 90% so v&i trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 11
hoic 23. Khang thé khang OX40 dwoc lam gidng ngudi duoc phan 14p c6 thé c6
chudi ning thay dbi c6 trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 5 hoic 17, hoac trinh tu
axit amin c6 d6 tuong ddng it nhit 1a 90% so vdi trinh ty axit amin cia SEQ ID
NO: 5 hodc 17.

Khang thé khang OX40 dugc 1am giéng ngudi duoc phan 14p c6 thé ¢6 chudi
nhe thay ddi duge ma hoa boi trinh tu axit nucleic SEQ ID NO: 12 hodc 24, hoic
trinh ty axit nucleic c¢6 do tuong déng it nhit 1a 90% so véi trinh ty axit amin cia
SEQ ID NO: 12 hoc 24. Khang thé khang OX40 duoc 1am gidng ngudi dugc phan
1ap c6 thé c6 chudi ning thay dbi dugc mé hoa béi trinh tw axit nucleic SEQ ID NO:
6 hodc 18, hoac trinh tu axit nucleic c6 d9 tuwong déng it nhit 12 90% so véi trinh tu
axit amin ctia SEQ ID NO: 6 hoac 18.

Su biéu hién ctia khang thé khang 0X40 dwoc 1am gidng ngudi
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Khéng thé, hoic phin khang thé, theo sang ché c6 thé duoc didu ché bing
céch biéu hién t4i t6 hop gen chudi nhe va chudi ning immunoglobulin trong t& bao
chu. D& biéu hién tai td hop khang thé, té bao chi duoc chuyén nhidm bing mot
hozic nhiéu vecto bidu hién tai td hop mang manh ADN m3 héa cho chubi nhe va
chudi ning immunoglobulin ctia khéng thé sao cho chudi nhe va chudi ndng dugc
biéu hién & t& bao chu va, tdt hon néu 13, duoc tiét vao mdi trudng trong d6 té bao
chil dugc nudi cdy, tir mdi trudng ndy céc khang thé c6 thé duoc thu hdi. Phuong
phép tai t6 hop ADN chudn dugc sir dung dé thu duoc gen chudi ning va chudi nhe
khang thé, két hop cac gen ndy vao vecto bidu hién tai tb hop va dua vecto nay vao
t& bao chu, nhu céac phuong phap dugc bdc 1§ trong tai liéu Sambrook, Fritsch and
Maniatis (eds), Molecular Cloning; Laboratory Manual, Second Edition, Cold
Spring Harbor, N.Y., (1989), Ausubel, F. M. et al. (eds.) Current Protocols in
Molecular Biology, Greene Publishing Associates, (1989) va trong Patent M§ sb
4,816,397 cta Boss et al.

Céc khéng thé va manh khang thé va bién th cua ching c6 thé duge tao ra tir
mot sb t& bao dong vat, t6t hon néu 1a tir té bao ddng vat c6 vi, trong d6 t& bao
chudt va nguoi dugc ddc biét wu tién. Ngoai ra, hé biéu hién ADN t4i td hop c6 thé
gdm hé ma st dung té bao chi va cdu tric bidu hién ma d4 duoc duge tao ra bing
k¥ thuat di truyén dé san xuét ham luong cao cia protein cu thé. Té bao chu va cu
tric biéu hién nay cé thé g(‘Sm Escherichia coli; chita cAu tric biéu hién thu dugc tir
plasmit hoic virut (bacteriophage); nAim men nhu Saccharomyces cerevisieae hodc
Pichia pastoras chita thé bd sung hodc cdu tric bidu hién dugc két hop vao nhiém
séc thé; t& bao con tring va céc virut nhu té bao Sf9 va baculovirut; va té bao dong
vit c6 vi chira thé bd sung hogc cdu triic bidu hién dugc két hop vao nhidm sic thé
(g6m nhung khéng gi6i han ¢, retrovirut) (cac phuong phap, vi dy, ¢6 thé xem trong
ban gbc clia Verma et al., J. Immunol. Methods 216:165-181, 1998). Khang thé
cling c6 thé dugc san xuit & cly (cac phuong phép ndy, vi du, ¢6 thé xem trong
Patent My sb 6,046,037; Ma et al., Science 268:716-719, 1995) hoac b%mg cong
nghé biéu hién phago (cac phuong phap nay, vi du, ¢ thé xem trong Winter et al.,

Annu. Rev. Immunol. 12:433-455, 1994).
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Khang thé khang OX40 cta ngudi ma thé hién muc d hoat tinh va tinh dac
hidu/ai luc lién két ma 1a diéu mong mudn c6 thé con dugce thao tac bang tay boi ky
thuat ADN t4i t6 hop tiéu chuén, vi du dé chuyén dbi gen ving thay d6i thanh gen
chudi khang thé nguyén chiu dai, thanh gen manh Fab hoic thanh gen scFv. Trong
céc thao tic nay, manh ADN mi héa cho VL hodc VH lién két c6 diéu khién véi
manh ADN khéc ma héa chd protein khac, nhu viing khéng dbi khang thé hoic lién
két linh hoat. Thuat ngit "lién két c6 didu khién", nhu dwoc st dung trong ngit canh
nay, dugc hiéu 14 hai manh ADN duoc két hop sao cho trinh ty axit amin dugc ma

ho4 béi hai manh ADN ndy van & trong khung.

Theo khia canh khac, ADN dugc phan lép ma hoéa cho ving VH ¢6 thé duoc
chuyén héa thanh gen chudi ning nguyén chidu dai bing cach lién két c6 didu khién
ADN ma hoé cho VH véi phan tir ADN khdc mi héa cho ving khong dbi chudi
ning (CH1, CH2 va CH3). C4c trinh tu clia gen ving khéng dbi chudi ning & nguoi
1a da biét trong linh vuc (xem tai liéu, vi dy, Kabat, E. A, et al. (1991) Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and
Human Services, NIH Publication No. 91-3242) va manh ADN bao gdm céc ving
nay c6 thé thu duoc biang cach khuéch dai PCR tiéu chuln. Ving khong ddi chudi
ning c6 thé la ving khong d6i IgG-1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM hoic IgD va
bién thé khéc loai bit ky & trong d6 nhur duge mo ta trong tai lidu Kabat (, Kabat, E.
A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition,
U.S. Department of Health énd Human Services, NIH Publication No. 91-3242),
nhung t6t nhit néu 13 ving khong dbi IgG1 hoic IgG4. éi véi gen chudi nang
ménh Fab, ADN mi hoa cho VH c6 thé dugc lidn két c6 didu khién vé6i phan tir
ADN khéc chi ma héa cho viing khong ddi chudi nang CHI.

Ngoai ra, khang thé dwoc 1am gidng nguoi lién két vao bé mit khang nguyén
c6 thé twong téc véi té bio mang FcR. Sy tuong tac nay c6 thé goi ¥ chirc ning tac
doéng nhu ADCC va/hodc ting cudng viée truyén tin hiéu nho sy lién két ngang
duoc diéu tiét boi Fe. Tuong tac nay co thé 1a ¢6 lgi hodic ¢6 hai dbi véi viée tri liéu.
Tac dung phu cé hai gém ém lanh, sbt, ha huyét ap, va trong mot s6 truong hop,

ching khoé thé (Thistlethwaite JR Jr., Cosimi AB, Delmonico FL, et al.).
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Céc téc dung c6 hai nhit dinh c6 thé bét ngudn & phic chit protein tim thiy
trén bé mit ctia t& bao T. Do sy hoat hoa ciia Té bao T, phttc chit protein tham gia
vao su truyén tinh trang cla tin hiéu dugc tao ra qua thy thé khang nguyén. Mot
céch ngén gon, sy hoat héa ciia Té bao T khéi ddu chudi sw kién bao gdm viée lién
két ngang duogc ting cudng cua thy thé khang nguyén. Su lién két ngang ctia thu thé
c6 thé déng gép vao viée truyén tin hidu phan bao manh ma din dén vidc tao ra
xytokin nhit dinh nhu yéu t§ gy hoai tir khdi u alpha (TNF-0), interleukin-2 (IL-2)
va interferon gamma (IFN-y). C4c xytokin ndy di biét 1a gdy doc néu duoge tao ra

trong luong 16n.

Vi dy, mAbs khang CD3 hién nay dugc sir dung trong viéc diéu tri bénh tu
mién gdm bénh dai thao dwong typ I trong d6 té bao T duge diéu tiét thn cong
chéng lai ddo tuy, b phén san xuét insulin (Kaufman A, and Herold K.Anti-CD3
mAbs for treatment of type 1 diabetes Diabetes Metab Res Rev 2009; 25: 302-306).
Khéng thé khang CD3 da biét 1a dé tic ché su phan giai dich bang té bao T va tang
cudng su lién két ngang cta thu thé khang nguyén CD3. Ngoai ra, cung v&i hoat
tinh gdy phan bao tiém nang ciia n6, khang thd khang CD3 da dugc biét 1 chit cam
ling ctia Xytokin, cu thé, yéu t§ giy hoai tir khéi u alpha (TNF-a), interleukin-2 (IL-
2) va interferon gamma (IFN-y). Su giai phong cuc 16n xytokin, cyu thé 1a TNF-a tir
té bao T dé dap tng lai véi thude (Chatenoud L.) tao ra tdc dung giy ddc. Céc tac
dung phyu khong mong mudn da gép phan vao su lién két ngang t& bao T mang phan
tir CD3 va c4c té bio mang FcR ma lién két voi phin Fe cta khang thé. Su lién két
ngang hoat héa ca té bao T va té bao mang FcR din dén su giai phong luong 16n

xytokin nhu néu trén.

Tuong tu, tac dung phu khéng mong mudn tiém ning c6 thé din dén viée st
dung khéng thé khang OX40. Vi du, cac khéng thé khang OX40 ma lién két véi té
bao T biéu hién OX40 ciing ¢6 thé lién két véi té bao mang FcR va hoat héa viée
san xuét xytokin ma c6 thé ¢6 lgi hodc c6 hai dbi v6i bénh nhan dugc diéu tri bﬁng
khéng thé. D& khic phuc vin dé ndy, céc téc gid sang ché di thiét ké va thé hién
trong bin md ta ndy phuong phép gdy dot bién phin FcR ciia khang thé khang
OX40 dé tranh tac dung gy doc va tao ra dot bién ddi v6i phin FeR 1a didu mong

muon.
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Vi tri ctia IgG1 & ngudi ma twong tac véi FeR (CD16, CD32 va CD64) 1a da
biét. N6 nim & mién CH2 trén. Axit amin quan trong nhat 14 hai gbc Leu & cac vi tri
234 va 235. Bing cach gdy dot bién hai gbc ndy thanh hai gbc Ala, tuong tic cua
IgG1 vdi tht ca cac FcRs duogce loai bd. Khang CD3 duge lam gidng ngudi két hop
cac dot bién nay (HuOKT3AA), 14 thudc an toan hon nhiéu va c6 co ché tac dung
khéc v6i co ché tic dung cia HUuOKT3. Xem tai liéu, vi dy, patent M§ sb 6,
491,916.

Céc vi tri clia thé dot bién AA duoc thé hién duéi day:

234 235

—--A---P---E---L---L---G---G---P--- CH2 trén cta IgG1 kiéu dai
re-Ace-Poe-Bc-AceAne-Gro-Goe-Pon AA CH2 trén ciia thé dot bién IgG1

Hu222AA va Hul22AA duge md ta trong ban m6 ta nay c6 thé chira céc dot
bién nay. Néu hé thir nghiém chira t& bao mang FcR, ban c6 th8 xem sy khéc nhau
gifta kiéu dai va thé dot bién AA. Theo cach khéc, hai khang thé cin duoc dbi xur

gidng nhau.

ADN dugc phan 1ap ma héa cho ving VL ¢6 thé duogc chuyén héa thanh gen
chudi nhe nguyén chiéu dai (ciing nhur gen chudi nhe Fab) bing cich lién két co
diéu khién ADN ma ho4 cho VL véi phéan tir ADN khéc md héa cho ving khong
d6i chudi nhe, CL. Céc trinh ty clia ving khong ddi gen chudi nhe ¢ nguoi 1a da
bidt trong linh vyc (xem tai liéu, vi du, Kabat, E. A, et al. (1991) Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and
Human Services, NIH Publication No. 91-3242) va manh AND chtra cac vung nay
c6 thé thu dugc bang cach khuéch dai PCR tiéu chudn. Ving khong dbi chudi nhe
c6 thé 1a ving khong ddi kappa hoic lambda.

Dé tao ra gen scFv, cac manh ADN ma héa cho VH va VL lién két ¢ didu
khién v&i manh khac ma hoa cho lién két linh hoat, vi dyu, ma héa cho trinh ty axit
amin (Gly.sub.4-Ser).sub.3, sao cho céc trinh ty VH va VL c6 thé dugc biéu hién

dudi dang protein mach don lién k&, véi cac ving VL va VH duge két hop bing
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lién két linh hoat (xem tai li¢u, vi dy, Bird et al. (1988) Science 242:423-426;
Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; McCafferty et al.,
Nature (1990) 348:552-554.

Trinh ty (c4c) cai bién axit amin ctia c4c khéng thé dugc mé ta trong ban mo
ta nay dugc tao khudn. Vi dy, c6 thé mong mudn cai thién ai luc lién két va/hosc
céc tinh chit sinh hoc khac ciia khang thé. Bién thé trinh tu axit amin cta khang thé
duoc diéu ché bang cach dua su thay dbi hop nucleotit thich vao axit nucleic khéang
thé, hodc bang cach tdng hop peptit. Cai bién nay bao gdm, vi du, sy lam khuyét,
va/hodc su cai xen va/hodc su thé cia cac géc trong trinh ty axit amin cta khang
thé. Dang két hop bét ky cua sy lam khuyét, su cai xen, va su thé duoc tao ra dé co
duoc clu trac cubi cung, voi didu kién 1a clu tric cudi cung mang cac dic tinh
mong mudn. Su thay dbi axit amin c6 thé dugc dua vao trong trinh ty axit amin

khang thé véo lic tao ra trinh tyr nay.

Phuong phap hitu dung dé xac dinh cac gdc hodc cic ving nhét dinh cua
khéng thé ma 14 céc vi tri dugc wu tién dé gay dot bién dwoc goi 1a "gay dot bién
quét alanin" nhu dugc mo ta trong tai liéu Cunningham and Wells (1989) Science,
244:1081-1085. O day, gbc hoic nhém chita cac gbe dich duge nhan dién (vi dy,
cac gbc tich dién nhu arg, asp, his, lys, va glu) vi axit amin trung tinh hojc tich dién
4m (t6t nhat néu 13 alanin hoic polyalanin) dé tic dong dén tuong tic cua axit amin
véi khang nguyén. C4c vi tri axit amin chitng té tinh man cidm chirc ning véi su thé
sau d6 duoc tinh ché bing cach dua tiép bién thé hodc bién thé khac & cac vi tri thé.
Nhu vay, trong khi vi tri dé dua su cai bién trinh tu axit amin duoc x4c dinh trudc,
ban chit ctia dot bién khong cin phai duoc x4c dinh trude. Vi dy, d phan tich hidu
qua cua dot bién & vi tri nhit dinh, viée sang loc ala hoac sy gay dot bién ngiu
nhién duogc thuc hién & bd ba ma héa hoic ving dich va globulin mién dich dugc

bieu hién dugc sang loc ve hoat tinh mong mudn.

Su cai xen trinh ty axit amin bao gém sy dung hop dau tan amino va/hodc
carboxyl trong chiéu dai tir mét gbc dén polypeptit chira hang trim gdc hodc hon,
cling nhu cac doan cai xen bén trong trinh tu ciia mot hoac nhiéu géc axit amin. Vi

du v€ cac doan cai xen dau tdn gom khang thé cé goc methionyl dau tan N hodc
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khang thé duoc dung hop vio polypeptit gdy doc t& bao. Bién thé cai xen khac cia
phan tir khang thé gdm sy dung hop vao ddu tan N hoic C cta khang thé vao enzym
(vi du d6i véi ADEPT) hoic polypeptit ma 1am ting chu ky ban rd huyét thanh cta
khang thé. Dang khéc cia b_ién thé axit amin cta khang thé lam thay d6i ban diu
mau glycosyl hoa cia khéng thé. Viéc lam thay d6i nay bao gdm viéc 1am khuyét
mdt hodc nhiéu gdc cacbohydrat dugc tim thiy & khang thé, va/hoic bd sung mot

hoic nhiéu vi tri glycosyl hod ma khéng c6 mit trong khang thé.

Dang khéc ctia bién thé 12 bién thé thé axit amin. Céc bién thé nay c6 it nhét
mdt gbc axit amin trong phan tir khéng thé duoc thé bang gbc khac. Céc vi tri mong
muén nhdt @& gy dot bién thé bao gdm ving siéu bién, nhung cling bao gém su
thay d6i FR. Su thé bao toan dwoc thé hién trong Bang 1 clia patent M§ sb
7,812,133, tlr Col. 43, Is. 55 d&n Col. 44 1. 49, va trong phdn "su thé duoc wu tién".
Néu sy thé nay gdy ra su thay dbi hoat tinh sinh hoc, thi su thay d6i co ban hon,
duoc goi la " su thé duoc léy lam vi dy " trong Bang 1, hodc nhu dugc mé ta thém
dudi ddy trong vé cic nhom axit amin, c6 thé duoc dua vao va san phim duoc sang

loc.

Ngoai ra, sy cai bién co ban cac tinh chét sinh hoc cua khang thé dugc hoan
thanh bing céch Iya chon sy thé ma khéc dang ké v& hidu qua ctia chung trong viée
duy tri (a) cAu tric cia khung polypeptit trong khu vuc thé, vi dy, dudi dang ciu
hinh tAm hodc xoén, (b) su tich dién hodc tinh ky nudc cua phéan tir & vi tri dich,
hodc (¢) khéi mach nhanh. Céc géc c6 trong tu nhién dugc chia ra thanh cic nhom
dya trén tinh chit manh nhanh chung: (1) ky nudc: norleuxin, met, ala, val, leu, ile;
(2) trung tinh wa nudc: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln; (3) axit: asp, glu; (4) bazo: his, lys,
arg; (5) gbc anh hudng dén sy dinh huéng mach: gly, pro; va (6) thom: trp, tyr, phe.
Su thé khéng bao toan s& din dén sy trao dbi thanh phin cia mét trong s6 nhém

nay voi nhom khac.

Dé biéu hién khang thé, hoic phin khang thé dwoc md ta trong ban mé ta
nay, ADN m3 héa cho chudi nhe va chudi ning mét phan hodc nguyén chidu dai,
thu duoc nhu dugc md ta trén ddy, duoc cai xen vao vecto biéu hién sao cho gen

dugc lién két c6 diéu khién v6i trinh tu kiém soat phién ma va dich ma. Trong ban
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md t4 ndy, thuat ngtt "lién két c6 didu khién" dwoc hidu 12 gen khéng thé duge ghép
vao vecto sao cho trinh tu kiém soat phién ma va dich ma bén trong vecto dap ung
chtrc ning dy kién coa chiing trong viéc didu tiét su phién ma va sy dich mi cta gen
khang thé. Vecto biéu hién va trinh tw kidm so4t biu hién dugc chon tuong thich
v6i té bao chu biéu hién duge sir dung. Gen chui nhe khéng thé va gen chudi ning
khang thé c6 thé duoc cai xen vao céc vecto khéac nhau hoc, tdt hon 13, ca hai gen
duoc cai xen vao cling mot vecto biéu hién. Gen khang thé duoc cai xen vao vecto
biéu hién bing phwong phép tidu chuin (vi dy, ndi cac vi tri cét giéi han bd sung
trén manh gen khéng thé va vecto, hodc cét cut dau ndi néu khoéng cé céc vi tri cit

gidi han).

Nhu duge thé hién trén Fig. 23, mét cAu tric dang so dd cia vecto bidu hién
dbi v6i khang thé Hul06-222 IgG1/kappa. Tién theo chidu kim ddng hd tir vi tri
Sall & phan trén, plasmit chira don vi phién ma chudi ning bét du bing gen khéi
diu sém ngay canh chinh cytomegalovirut & nguoi (CMV) va gen tang cudng (gen
khéi ddu CMV) @& khoi ddu sy phién ma ctia gen chudi ning khang thé. Sau gen
khéi ddu CMV 1 exon VH, trinh ty hé gen chira ving khong d6i chudi nang
gamma-1 & ngudi gdm CHI, ving ban 18, cic exon CH2 va CH3 véi cac intron xen
k&, va vi tri polyadenyl hoa ¢ sau exon CH3. Sau trinh ty gen chudi ning, don vi
phién m4 chudi nhe bét dau b%lng gen khai ddu CMV, sau d6 13 exon VL va trinh tu
hé gen chira exon ving khong ddi chudi kappa & ngudi (CL) véi mdt phin cia
intron & trudc no, va vi tri polyadenyl hoa sau exon CL. Sau gen chudi nhe 14 gen
khoi ddu sém SV40 (Gen khoi ddu SV40), gen xanthin guanin phosphoribosyl
transferaza & E. coli (gpt), va phdn doan chia vi tri polyadenyl héa SV40 (vi tri
SV40 poly(A)). Cubi cling, plasmit chita mét phin ctia plasmit pUC19, gdm diém
mé dAu sao chép vi khudn (ori pUC) va gen beta-lactamaza (beta lactamaza). Cac vi

tri cia céc vi tri enzym gidi han lién quan dugc thé hién trong hinh vé.

Vecto bidu hién tai t& hop c6 thd ma hoa cho peptit tin hiéu ma tao didu kién
thuan lgi cho sy tiét chudi khéng thé tir t& bao chi. Gen chudi khéng thé ¢6 thé duoc
tach dong vao vecto sao cho peptit tin hiéu duoc lién két trong khung véi dau tan

amino ctia gen chudi khing thé. Peptit tin hiéu c6 thé 1a peptit tin hidu
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immunoglobulin hodc peptit tin hiu khac loai (tirc 13, peptit tin hiéu tir protein

khong phai immunoglobulin).

Nhu néu trén, ngoai gen chudi khang thé, vecto biéu hién tai td hop theo
sang ché mang trinh tu didu khién ma diéu khién su biéu hién cta gen chudi khang
thé trong t& bao chi. Thudt ngi "trinh tw didu khién" bao gdm gen khoi, gen ting
cudng va cac yéu t§ didu khién biéu hién khac (vi dy, tin hiéu polyadenyl hoa) ma
diéu khién sy phién mi hodc sy dich ma cta gen chudi khang thé. Trinh tu didu
khién dugec md ta, vi duy, trong tai liéu Goeddel; Gene Expression Technology:
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990). T4t hon la
viéc thiét ké cua vecto biéu hién, bao gém viéc lya chon trinh tu diéu khién c6 thé
tity thudc vao cac yéu t6 nhu lya chon t& bao chii @& bién nap, mirc dd biéu hién ctia
protein mong mudn, v.v. trinh ty diéu khién duoc vu tién ddi véi t& bao chi bidu
hién dong vat c6 v gdbm céc yéu t§ virut ma mang lai ham luong cao cia protein
biéu hién & t& bao dong vat c6 vu, nhu gen khéi d4u va/hodc gen tdng cuong thu
dugc tir cytomegalovirut (CMV) (nhu gen khoi ddu /gen ting cudng CMV), Simian
Virut 40 (SV40) (nhu Gen khéi ddu /gen ting cudng SV40), adenovirut, (viduy, gen
kh&i diu mudn chinh adenovirut (AJMLP)) va polyoma. D& mb ta thém v& yéu té
diéu hoa virut, va trinh tu ctia chiing, xem tai liéu vi du, Patent M§ sb 5,168,062 ctia
Stinski, Patent My s6 4,510,245 cta Bell et al. va Patent M§ sb 4,968,615 cta
Schaffner et al., Patent My sb 5,464,758 ctua Bujard et al. va Patent My sb
5,654,168 boi Bujard et al.

Ngoai gen chudi khéng thé va trinh ty diéu khién, vecto bidu hién tai t hop
theo sang ché c6 thé mang céc trinh ty bd sung, nhu trinh tu diéu hoa mic do sao
chép ctia vecto trong t& bao chu (vi du, diém mé diu sao chép) va gen dénh diu
chon loc. Gen danh diu chon loc tao diéu kién thuan loi cho viée chon loc cua té
bao chii ma vecto dd dugc dua vao (xem tai li€u, vi du, patent My s6 4,399,216,
4,634,665 va 5,179,017, tit ca déu cta Axel et al.). Vi du, thong thudng gen d4nh
dAu chon loc mang lai tinh khéng thudc, nhu G418, hygromyxin hodc metotrexat,
cho t& bao chi ma vecto d3 dugc dua vao. Gen déanh diu chon loc duogc wu tién gém
gen dihydrofolat reductaza (DHFR) (dé sir dung trong té bao chu dhfr.sup.- véi su

chon loc/khuéch dai metotrexat) va gen neo (dé chon loc G418).
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Dbi vé6i su biu hién cua chudi nhe va chudi nang, (cac) vecto biéu hién ma
hoéa cho chudi ning va chudi nhe dugc chuyén nhiém vao t& bao chii bang k¥ thuat
tiéu chudn. Cac dang khac nhau cua thuat ngit " sy chuyén nhiém" nhim bao ham
hang loat k¥ thuat thudng duogc sir dung dé dua ADN ngoai sinh vao té bao chu
nhén so hodc nhan chuln, vi du, duc 15 dién, két tna canxi-phosphat, sy chuyén
nhiém DEAE-dextran va phuong phap tuong tir. Mic di theo 1y thuyét c6 thé bidu
hién céc khang thé theo sang ché trong hodc t€ bao chi nhan so hodc nhan chuin, su
biéu hién cta cac khang thé trong céc té bao nhin chuén, va t6t nhit néu 1a t& bao
chu déng vat c6 vu, 1a dugce uu tién nhét vi cac t& bao nhan chudn, va cu thé té bao
dbéng vat cé vu, la phu hop hon céc té bao nhan so dé 1ap rap va tiét khang thé co
hoat tinh mi&n dich va dugc gip lai thich hop. Té bao chii dong vat ¢é v dé bidu
hién khang thé tai td hop dugc md ta trong ban mé ta niy gdm Chinese Hamster
Ovary (té bao CHO) (nhu té bao dhfr-CHO, dugc bdc 19 trong tai liéu Urlaub and
Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, dugc st dung véi gen
d4nh du chon loc DHFR, vi du, nhu duge md ta trong tai liéu R. J. Kaufman and P.
A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621), té bao u tuy NSO, té bao COS va té bao
SP2. Khi vecto biéu hién tai t hop ma héa cho gen khang thé duoc dua vio té bao
cha dong vt c6 vu, cac khang thé dugc san xult bing cach nuédi cdy té bao chu
trong khoang thdi gian da d& cho phép biéu hién khang thé trong t& bao chu hoic,
su tiét ctia khéng thé vao moi truong nudi cdy ma nudi cdy t& bao chi. Céc khang
thé c6 thé dugc thu hdi tir mdi trudng nudi cdy bing cach sir dung phuong phap tinh

che protein ti€éu chuan.

Té bao chu ciing c6 thé duge st dung dé san xudt mot phin cta khang thé
nguyén ven, nhu manh Fab hodc phéan tir scFv. Cén hiéu réng cac thay ddi cua
phuong phép trén ddy ciing thuéc pham vi ctia sang ché. Vi dy, ¢6 thé mong mubn
chuyén nhiém té bao chii véi ADN ma héa cho hodc chudi nhe hodc chudi ning
(cht khong phai 12 c4 hai) clia khéng thé theo séng ché. Cong nghé ADN t4i t6 hop
cling ¢6 thé duoc sir dung dé loai bd mét s6 hogc tit cd ADN ma héa cho hogc hogc
ca hai chudi nhe va chudi ning ma 1a khong can thiét d& lién két véi phan tir 0X40
dugc biéu hién tir phan tt ADN duoc 1am cin cling duge bao ham bdi cac khang

thé theo sdng ché. Ngoai ra, khang thé hai chirc ning c6 thé duge tao ra ma mot
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chudi ning va mdt chudi nhe 1a khéng thé theo sang ché va chudi ning va chudi nhe
con lai 12 dic hidu dbi véi khang nguyén khong phai 1a OX40 bing cach tao lién két
ngang khéng thé theo sang ché v&i khang thé thtr hai bing phwong phap tao lién két

ngang hda hoc tiéu chuan.
Dugc phim va cach ding

Céc khang thé va phan khang thé theo sang ché c6 thé dwoc két hop thanh
dugc phdm thich hop dé sir dung cho ddi twong. Thong thuong, dwoc phdm chira
khang thé hodc phan khang thé theo sang ché va chit mang dwoc dung. Trong ban
md ta ndy, " chit mang duoc dung " gdm bét ky va tit ca cac dung moi, méi trudng
phén tan, chét bao, chit khéng khuén va chét diét nAm, chét déng trrong va lam tré
hép thu, va chét tuong tu ma twong thich v& mit sinh 1y. Vi du v& chit mang dugc
dung gém mdt hodc nhiéu cht nhu nude, nudec mudi, nude mudi dém phosphat,
dextroza, glyxerol, etanol va chit twong tw, cling nhu hdn hop cta chung. Trong
nhiéu truong hop, t6t hon 13 bao gém chét déng truong, vi du, dudng, rugu da chirc
nhu manitol, sorbitol, hodc natri clorua trong hop phan. Chit mang dugc dung cé
thé con gém luo'hg nhé cta chét bd trg nhu chét 1am 4m hozc chit nhii twong hoa,
chét bao quan hodc chit dém, ma tang cudng thoi han st dung hoac hi€u luc cia

khang thé hodc phan khang thé.

Céc khang thé va phan khang thé theo sang ché c6 thé dwoc két hop vao
dugc phim thich hop dé sir dung ngoai dudng tidu héa (vi dy, trong tinh mach, duéi
da, trong mang bung, trong co). Hop phén theo sang ché c6 thé & nhidu dang. Cac
dang nay bao gdm, vi du, dang l6ng, dang ban rén va dang lidu rin, nhu dung dich
1ong (vi du, c6 thé tiém dugc va ¢ thé pha dugc), thé phan tin hodc huyén phu,
vién nén, vién tron, bdt, liposom va thubc dan. Dang dugc uu tién tuy thudc vao
phuong thirc st dung va ing dung tri liéu dyu kién. Hop phén thong thuong 13 &
dang c6 thé tiém duoc hodc b thé pha dugc, nhu hgp phén tuong tu véi dang duogc
sir dung dé gdy mién dich chii dong cho nguoi bing cac khang thé khac. Khang thé
c6 thé duogc sir dung bang cach truyén hoic tiém trong tinh mach hoic tiém trong co

ho#c dudi da.
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Con dudng va/hodc phuong thirc st dung sé& thay dbi tiy thudc vao két qua
mong mudn. Theo phwong an nhét dinh, hoat chit c6 thd dugc didu ché bang chit
mang ma s& bao vé hoat chat ndy chdng lai su giai phong nhanh chéng, nhu ché
phim duoc kiém soét giai phong, gdm céc vat cly ghép, cao dén qua da, va hé
chuyén thudc duogc vi bao. Polyme d& bi vi sinh vét phé hiy, twong hop sinh hoc ¢6
thé duoc st dung, nhu etylen vinyl axetat, polyanhydrit, axit polyglycolic, colagen,
polyorthoeste, va axit polylactic. Nhiéu phwong phép diéu ché ché phim nay da
duoc clp bang doc quyén sang ché hoic thuong da biét voi ngudi c6 hidu bidt trung
binh vé linh vuc k¥ thuit twong tmg. Xem tai lidu, vi dy, Sustained and Controlled
Release Drug Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New
York, 1978.

Hoat chét b sung ciing c6 thé dwoc két hop vao hop phin. Theo phuong 4n
nhit dinh, khang thé hodc phin khang thé theo sang ché ddng dugc bao ché véi
vi/hogdc duge ddng st dung véi mét hogc nhidu chét tri 1iéu bd sung ma 1a hitu dung
dé diéu tri cac rdi loan trong do sy bét hoat 0X40 1a géy hai. Vi du, khang thé hodc
phén khang thé khang OX40 theo sang ché c6 thé dugc ddng bao ché va/hoic duge
dong str dung véi mot hogc nhiéu khang thé bd sung ma lién két dich khéc (vi du,
khang thé ma lién két xytokin khéc hogc lién két véi phan tir bé mit t& bao). Ngoai
ra, mot hodc nhiéu khang thé theo sang ché ¢6 thé dugc st dung & dang hdn hop véi
hai hodc hon hai cht tri lidu néu trén. Sy két hop cac phuong phép diéu tri c6 thé
¢6 loi néu st dung liéu lugng thép hon ciia chét tri lidu dwoc st dung, nhu vdy tranh
duogc ddc tinh hodc bién ching c6 thé c6 lién quan dén cic phwong phap didu tri
don 1¢ khac nhau. Nguoi c6 hiéu biét trung binh v& linh vuc k§ thuét twong tmg k§
thuat nay hiéu r6 ring khi cac khéng thé theo sang ché dugc st dung 1am mét phan
cta viéc tri liéu két hop, lidu luong thép hon cta khang thé c6 thé 1a didu mong
mubn hon 14 khi khéng thé dugc str dung riéng 1¢ cho dbi tugng (vi du, tac dung tri
liéu hiép ddng c6 thé dat dugc bang cach sir dung tri lidu két hop ma, bing cach do,
cho phép sir dung lidu lugng thép hon ctia ciia khang thé dé dat duoc tac dung tri

li€u mong muon.

Céc khang thé dugc mo ta trong ban md ta ndy, hodc cic phin lién két khang

nguyén ctia ching co thé duoc st dung mo6t minh hodc & dang hén hop dé diéu tri
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céc bénh nay. Can hiéu ring céc khang thé hojc phén lién két khang nguyén cta
chung co thé dugc st dung mdt minh hodc & dang hdn hop vé&i chit bd sung, vi du,
chét tri liéu, chit b6 sung dugc chon bdi ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc
k¥ thuat twong tng cho muc dich dy kién. Vi duy, bd sung chit c6 thé 1a chét tri lidu
dwoc xac dinh trong linh vyc 13 hitu dung @ diéu tri bénh hodc tinh trang bénh cin
dugc diéu tri bang khang thé dugc néu trong ban md ta niy. Chét bd sung con c6
thé 1a chat ma anh hudéng c¢6 lgi dén viée tao thanh hop phin tri lidu vi du, chét ma

anh hudng dén d6 nhét cua hop phin.

Duoc phim dugc mé ta trong ban mo ta niy c6 thé gdm "lwong hitu hiéu dé
trj liéu" hodic "lugng hitu hi¢u dé phong bénh" ciia khang thé hosc phin khang thé
theo sang ché. "Luong hitu hiéu d& tri liéu" chi lwong hitu hidu, & liéu luong va
trong thoi gian thoi gian can thiét, dé dat duoc két qua tri liéu mong mudn. Lugng
httu hiéu dé trj liéu cua khang thé hodc phin khéng thé c6 thé thay dbi theo cac yéu
t6 nhu trang thai bénh, tudi, gi6i tinh, va khéi lugng c4 thé; va kha ning ciia khang
thé hoic phan khang thé dé gdy ra dap ung mong muén & c4 thd. Lugng hiru hidu dé
tri liéu con 1a lugng trong d6 téc dung gy ddc hodc giy hai bt ky cta khang thé
hodc phin khéng thé c6 nhiéu tic dung hon béi hiéu qua c6 lgi v& mat tri lidu.
"Lugng hitu hi¢u d& phong bénh" chi lugng hitu hiéu, & lidu luong va trong thoi

gian thoi gian can thiét, & dat duoc két qua phong bénh mong mudn.

Ché d6 liéu c6 thé dugc diéu chinh dé mang lai dap tmg mong mubdn t6i vu
(vi dy, dap tng trj liéu hodc phong bénh). Vi dy, mét 1idu thudc tiém nhanhcé thé
dugc s dung, mdt vai lidu duge chia nho c6 thé dugc str dung trong mot thoi gian
hoic lidu luong cd thé duoc lam giam hodc dugce ting 1én theo ty 1& nhu duoc thé
hién béi tinh trang khin cép cta viée tri liéu. Pac biét c6 loi 1a diéu ché hgp phin
dung ngoai dudng tiéu héa & dang lidu don vi dé d& sir dung va c6 lidu luong dong
déu. Dang liéu don vi trong ban m ta nay ding d& chi don vi tiét vat Iy thich hop
lam 1idu don vi cho d6i tuong dong vat c¢6 v can duoc didu tri; mdi don vi chira
lugng xac dinh cta hoat chét duoc tinh toan dé tao ra tac dung tri li¢u mong mudn
két hop véi chét mang dugc dung can thiét. Pic didm cua céc dang don vi lidu

lugng dugc xac dinh boi va phu thudc truc tiép vao (a) cac dac tinh duy nhét cta
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hoat chit va hiéu qua tri lidu hodc phong bénh cu thé can dat duge, va (b) han ché

vbn c6 trong linh vuc bao ché hoat chit dé diéu tri sw nhay cam cia ca thé.
Vi du thwe hi¢n sang ché
Vidul

Khang thé don dong IgGl/kappa 106-222 kham va dugc lam gidng nguoi
(14n lugt & Ch222 va Hu222) dugc tinh ché tir phin dich ndi cia méi trudong nudi
cdy ctia thé chuyén nhiém 8n dinh NSO twong tmg bang cach st dung cgt protein A
nhu dugc mo ta trong phu luc A va B. Hu222 dugc rira giai tir cOt béng hai cach
khac nhau. Mgt cach ngén gon, 16 I Hu222 duoc rira giai béng chit dém pH thép va
16 II biang chit dém rira giai Pierce’s Gentle Ag/Ab. Hiéu sudt ctia Hu222 t6t hon
khi chit dém pH thp duoc sir dung dé rira giai. Ch222 duoc rira giai tir cot bing
chit dém rira giai Gentle Ag/Ab.

Khéng thé Hu222 16 T va IT d4 duogc tinh ché dugc x4c dinh dic diém bing
SDS-PAGE doc theo 106-222 & chudt nhit theo phuong phap tiéu chudn. Nam pg
cua mdi khang thé dugc phan tich trong diéu kién khir. Nhu dugc thé hién trén Fig.
21, mdi trong s6 cac khang thé Hu222 16 I va II bao gdm chudi ning c6 khdi lugng
phan tir khoang 50 kD va chudi nhe c6 khdi lwgng phan tir khoang 25 kD. Pb tinh
khiét cta khang thé Hu222 16 Tvall duogc thé hién 13 16n hon 95%.

D6 tap nhiém ndi doc t6 trong céc khang thé dugc lam gidng ngudi duoc
phan tich bing b kit Lonza’s Limulus Amebocyte Lysat (LAL) QCL-1000. Ham
lwong noi ddc t6 1a nhé hon 0,5 EU/mg protein d6i v6i ca hai khéng thd Hu222 16 1

va IL.
Dic tinh chia Hul106-222 dé lién két véi cac té bao L/OX40

Viéc lién két ctia cac khang thé 106-222, Ch106-222 va Hul06-222 & chudt
nhit véi OX40 dugc kiém tra trong thir nghiém lién két FACS véi cac t& bao
L/hOX40 gan nhu theo quy trinh dwoc cung cip boi Dr. Laura Bover. Cac khang
thé lién két véi cac té bao L/hOX40 dugc phat hién bing khang thé IgG khéng
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chudt & dé duogc gin nhan PE (d6i v6i 106-222 & chudt nhét) hosic khang thd IgG
khang ngudi & dé dugc gan nhan PE (d6i véi Ch106 va Hul06).

Fig. 22 thé hién phan tich cta c4c khang thé 106-222, Ch106 va Hul106-222
(L6 II) & chudt nhit dé lién két véi cac té bao L/OX40. Pudng cong chudn do cta
Hul06-222 (L6 II) gin gibng v&i dudng cong chudn do cua Ch106-222, thd hién
ring &i lyc lién két khang nguyén ctia 106-222 & chudt nhét duoc giit lai trong
Hul06-222. Puong cong chudn d¢ ctia 106-222 & chudt nhét tuong tw véi dudng
cong chudn d6 ctia Ch106 va Hul06; tuy nhién, do su khac biét ctia céc khang thé
thir cap, dit liéu chi thé hién ring ai Iuc clia 106-222 & chudt nhét 1a tuong tu véi i

luc ciia Hul06-222.

Fig. 24 thé hién sy so sanh giita cic khang thé Hul06-222 16 I va II dé lién
két v6i cac té bao L/hOX40: Mic di cin phai phén tich tiép, 4i luc cia hai 16 cia
Hul06-222 duoc thé hién 13 twong tw, néu khong phai 1 giéng hét, v6i ai lyc cta
mdi 16 khac. Do d6, sy rira giai bang axit cia Hul06-222 tir ¢t protein A dudng

nhu khéng anh huéng dén 4i Iuc cta nd.
Tinh ché Ch106-222

Thé chuyén nhidm 6n dinh NSO C8 dugc nubi cdy trong 500 ml méi trudng
SFM thé lai ctia Invitrogen trong chai ¢ con lin dén khi can kiét. M6i truong nudi
cdy dugc quay tron trong 6ng ly tim Corning dung tich 250 ml (Cat# 430776) trong
may ly tdm Beckman Coulter’s Allegra X-12R (2000 vong/phut trong 15 phut).
Phdn dich ndi ciia méi trudong nudi cdy duoc nap 18n trén ¢t 1 ml GE Healthcare
HiTrap MabSelect SuRe (Cat# 11-034-95) str dung bom Pharmacia P1. Cot duogc
rira béng Nude mudi dugc dém Tris (Pierce, Cat# 28379) va dugc rra giai béng
chét dém rira giai Pierce’s Gentle Ag/Ab (Cat # 21027). Céc phan doan (khoang 1

ml) dugc thu gom va OD ctia chung & 280 nm dugc doc.

Phén doan # OD ¢ 280 nm
3 0,12
4 0,30
5 0,18
6 0,11
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Céac phan doan tir 3 dén 6 duoc gop lai (thé tich = 3,0 ml, OD & 280 nm =
0,14). Cac phan doan da dugc gbp lai dugc loai mubi trén cot mdi truong 10 ml

Sephadex G25 trong PBS. Cac phan doan 1 ml dugc thu gom.

Phan doan # OD ¢ 280 nm
5 0,09
6 0,19
7 0,12
8 0,12
9 0,00

Céc phén doan tir 6 dén 9 dwoc gdp lai (thé tich = 3,0 ml, OD & 280 nm =
0,11). Cac phan doan da dugc gbp lai dugc thdm tach qua dém trong PBS. Sau khi
thdm tach, thé tich 14 3,0 ml va OD & 280 nm 14 0,19. Ché phim nay duoc goi &
Ch106, 16 8/31/09, v&i néng d6 bang 0,13 mg/ml.

Tinh ché Hu106-222

Thé chuyén nhiém 6n dinh NSO 1-C6 dwoc nudi cdy trong 500 ml mdi
truong SFM thé lai ctia Invitrogen trong chai c¢6 con lin dén khi can kiét. Mbi
truomg nubi cdy dugc quay tron trong dng ly tim Corning dung tich 250 ml (Cat#
430776) trong may ly tdm Beckman Coulter’s Allegra X-12R (2000 vong/phit
trong 15 phut).

L6 1: 150 ml phﬁn dich ndi coa méi trudong nudi céy dugc nap 1én trén cot
Iml GE Healthcare HiTrap MabSelect SuRe (Cat# 11-034-95) sit dung bom
Pharmacia P1. Cot dugc rira béng PBS va khéng thé da duoc lién két duge rira giai
bang 0,1M glyxin-HCI, 0,1 M NaCl (pH 3,0). Cac phéan doan di dugc rira giai (1 ml
mdi phan doan) dugc thu gom vao cac dng chira 50 pl 1M Tris-HCI (pH 8,0).

Phan doan # OD & 280 nm
2 0,88
3 2,84
4 1,29
5 0,63
6 0,18
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Céc phan doan tir 2 dén 5 dugc gop lai (thé tich = 4,2 ml, OD & 280 nm =
1,59). Cac phéan doan di dugc gdp lai duoc thdm tach qua dém trong PBS. Sau khi
thdm tach, thé tich 1a 4,2 ml va OD & 280 nm 1a 1,54. Dung dich khang thé (16
9/18/09 I; 1,1 mg/ml) dugc loc-khir tring.

Lo II:

Phéan dich ndi con lai ctia méi trudng nudi céy (350 ml) dugc nap 1én trén cot
Iml GE Healthcare HiTrap MabSelect SuRe sir dung bom Pharmacia P1. Cot duoc
ria b:?mg nude mudi duoe dém Tris va duogce rira giai bﬁng chét dém rira giai Gentle

Ag/Ab. Phan doan (khoang 1 ml) dugc thu gom va OD ctia ching duoc doc & 280

nm.
Phéan doan # OD ¢ 280 nm
2 0,12
3 0,85
4 2,17
5 1,47
6 1,02
7 0,81
8 0,66
9 0,54
10 0,44
11 0,46

Céc phan doan tir 3 dén 7 duoc g0p lai (thé tich=4,2 ml, OD & 280 nm =
1,22). Cot duoc rira lai véi nude mudi duge dém Tris va khang thé dugc ria giai
bang 0,1M glyxin-HCI, 0,1M NaCl (pH 3,0) d& kiém tra xem viéc rira giai bdi chat
dém rira giai GentleAg/Ab c6 hi¢u qua hay khong.

Phan doan # OD ¢ 280 nm
1 0,05
2 0,05
3 1,23
4 0,49
5 0,10
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Céc phén doan tir 3 dén 7 duoc rira giai bing chit dém rtra giai GentleAg/Ab
duoc gop lai va duge loai mudi 1én trén cot mdi trudng 10 ml Sephadex G25 trong

PBS. Céc phan doan bang 1 ml dugc thu gom.

Phan doan # OD ¢ 280 nm
4 0,38
5 0,96
6 1,38
7 1,33
8 1,10
9 0,12

Céc phan doan tir 5 &n 8 dugc gop lai (thé tich = 4,0 ml, OD & 280 nm =
1,12). Céc phén doan da dugc gop lai duoc thdm tach qua dém trong PBS. Sau khi
thdm tach, thé tich 1a 4,0 ml va OD & 280 nm 14 1,12. Dung dich khéng thé (16
9/18/09 1I; 0,8 mg/ml) dugc loc-khir trung.

Phuong phép rira giai mudi cao véi chit dém rira gidi Pierce’s Gentle Ag/Ab
14 khdng higu qua nhu phuong phap pH thip d rira giai khang thé IgG1 & nguoi da
duoc lién két tir cot protein A. Vi céc khang thé khong duogc rira giai trong dinh
nhon véi chit dém rira giai Gentle Ag/Ab, cin gdp nhiéu phan doan dé thu gom IgG
da dugc rlra giai va loai mudi céc phan doan da dugc gdp lai nay trudc khi thAm
tach. Profin rira giai kém vé6i chit dém rira giai Gentle Ag/Ab va bude tinh ché thém
anh huéng dén hiéu sult clia khang thé. Khuyén ring phuong phap rira giai mubi

cao chi dugc sir dung néu IgG cén duoc tinh ché 1 khong bén véi axit.
Vidull
Tinh ché cic khang thé Ch119-122 va Hu119-122

Khang thé don dong IgG1/kappa 119-122 kham (Ch119) duoc tinh ché tir
phan dich ndi ctia méi trudng nudi cdy cta thé chuyén nhidm 6n dinh NSO tuong
g (dong G11) sinh truéng trong mdi trudng thé lai-SFM (Invitrogen) st dung cot
protein A. Sau khi rira giai v6i chdt dém rira giai Pierce’s Gentle Ag/Ab, chit dém
cia Ch119 duoc dbi thanh PBS boi loc gel va sau d6 thdm tach. Nong do cua
Ch119 12 0,21 mg/ml.
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Khang thé don dong IgGl/kappa 119-122 duoc lam giéng ngudi (Hul22)
duoc tinh ché tir phan dich ndi ctia méi trudng nudi cdy ciia thé chuyén nhidm én
dinh NSO twong tng (dong 2F5) sinh trudng trong mdi trudng thé lai-SFM st dung
cdt protein A. Hul06-222 dugc rira giai tir cot bé'tng chit dém pH thép, dugc trung
hoa bang 1 M Tris-HCI (pH 8,0), va dugc thAm tach trong PBS. Néng do cua
Hul22 1a 1,6 mg/ml.

Hul06-222 dd duge tinh ché duge x4c dinh dic diém boi SDS-PAGE doc
theo 119-122 & chudt nhét theo phuong phép tiéu chuin. Nam pg mdi khang thé
dugc phén tich trong didu kién khtr. Nhu duge thd hién trén Fig. 25, Hul19-122
gbm chudi ning c6 khdi lugng phan tir khoang 50 kD va chudi nhe c6 khéi lugng

phén tir khoang 25 kD. D6 tinh khiét cia Hul19 duoc thé hién 1a 16n hon 95%.
Dic tinh ciia Hul119-122 dé lién két véi cdc té bao L/hOX40

Su lién két cta cac khang thé 119-122 & chudt nhét, Ch119-122 va Hul19-
122 v6i OX40 dugce kiém tra trong thir nghiém lién két FACS véi céc t& bao
L/OX40 gin nhu theo quy trinh dugc cung cdp bai Dr. Laura Bover. C4c khang thé
lién két v6i céc té bao L/OX40 dugc phat hién bing khang thé IgG khang chudt &
dé duoc gin nhin PE (d6i véi 119-122 & chudt nhét) hojc khang thd IgG khéng
ngudi & dé duoc gén nhin PE (d6i v6i Ch119-122 va Hul19-122).

Fig. 26 thé hién két qua clia phén tich FACS. Pudng cong chudn d6 coa
Hul19-122 14 tuong tu véi dudng cong chudn d6 ctia Ch119-122, goi ¥ ring 4i luc
lién két khang nguyén ctia 119-122 & chudt nhit dwoc giit lai trong Hul19-122. Tuy
nhién, céc gia tri MCF & cac ndng d6 khang thé cao hon ctia Ch109-122 va Hul19-
122 khéng roi ding trén dudng cong twong Umg. Sau khi diéu chinh céc didu kién

thir nghiém, phan tich FACS duoc lap lai.
Vi du ITI

Pé danh gi4 kha ning ciia cac khang thé khang OX40 cua ngudi duge 1am
gidng ngudi theo séng ché dé ting cudng su ting sinh t& bao T, cic tac gia sang ché
d3 tién hanh thir nghiém sy ting sinh sir dung céc té bao CD32-L dugc phi khéng
CD3 va té bao T CD4" chua qua thi nghi€ém mdi dugc lya chon. Fig. 27 cho théy
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rang dong mAb khéng OX40 clia ngudi duge lam gibng ngudi 119-122 (Hul22), va
khang thé d6t bién lién két FcR clia né (Hul22-AA) ting cudng sy ting sinh té bao
T CD4* chua qua thi nghiém. Hul22 tao ra hoat tinh kich thich t& bao T t6t hon so
v6i mADb khéang OX40 ciia ngudi & chudt nhit bd me (Chudt nhat 122). (Fig. 27)

Dong mAb khang OX40 ctia ngudi duge 1am gidng ngudi duge dot bién lién
két FcR 106-222 (Hu222-AA) va dong mAb khang OX40 clia ngudi dang kham
106-222 (Ch222) tang cudng su ting sinh t& bio T CD4* chua qua thi nghiém dugc
kich thich bdi khang CD3. Céac khang thé niy c6 hoat tinh kich thich tuong tu so
v6i mAb khang OX40 cta ngudi & chudt nhit bd me (Chudt nhit 106-222). Tuy
nhién, Ab OX40 khing ngudi duge lam gibng ngudi ddy du, Hul06, khong ting
cudng su ting sinh té bao T. (Fig. 28)

Pé danh gi4 kha ning cua cic khang thé khang OX40 ciia ngudi dugce 1am
gibng ngudi d& phong bé chirc ning kim ham té bao T diéu hoa CD4* (Tregs), cc
tac gia sang ché tién hanh thir nghiém sy ting sinh st dung t& bao T CD4* chua qua
thi nghiém méi dugc luya chon va CD4*CD25%°CD127%% Tregs. Cac tac gia sang
ché da phat hién ra ring khang thé kham Ch122 va khang thé dugc lam gidng ngudi
dugc gy dot bién lién két Fc (Hul22-AA) thé hién cong higu t6t hon so véi mAb
khéng OX40 cia ngudi & chudt nhit bé me (Chudt nhét 122) trong viéc phong bé
chirc ning kim hdm Treg CD4". (Fig. 29 A-B)

Trong thit nghiém trén Fig. 27, t¢ bio T chua qua thi nghiém
CD4*CD25%M%CD127*CD45ROCD45RA* méi duge Iya chon duge kich thich bang
céc té bao L bidu hién CD32 (CD32-L) d& dugc pht v6i 4 ndng d6 cua khang thé
khéng CD3 cong v6i 2 pg/ml cac khang thé dong Ab khang OX40 clia ngudi 119
hodc céc khang thé dbi ching. Ba ngay sau khi kich thich, chit ddng vi phéng xa
triti dwoc bd sung va duoce nudi cly trong 16-18 gio b sung trude khi thu hoach té
bao. Dit lidu 1a dai dién ctia cac thir nghiém tir hai thé cho. Phbi tir hOX40 biéu hién
té bao CD32-L (CD32-L/h0X40L) dung lam d6i ching duong, trong khi IgG1 cta

ngudi va chudt nhit ding lam dbi ching am tinh.

Trong thir nghi€ém trén Fig. 28, té bao T CD4" chua qua thi nghiém méi duge
lya chon duogc kich thich bing té bao CD32-L da dugc phti v6i 4 ndng d9 ctia khang
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thé khdng CD3 cong v&i 2 pg/ml cac khang thé dong mAb khang OX40 cta ngudi
106-222 (Hu222) hoic cac khang thé d6i ching. Ba ngay sau khi kich thich, chét
ddng vi phong xa triti duge bd sung va duoc nudi cdy trong 16-18 gity bd sung trudc
khi thu hoach té bao. Dit liéu 13 dai dién ctia céc thir nghiém tir hai thé cho. CD32-
L/hOX40L ding lam d6i chung duong, trong khi IgG1 clia ngudi va chudt nhét

dung lam d6i chimg 4m tinh.

Trong thir nghiém trén Fig. 29, t& bao T chwa qua thi nghiém CD4* méi duoc
lwa chon duoc nudi ciy trong diéu kién c6 mat CD4+CD25°a°CD127thépTregs O baty
1& Tregs: T hi€u tng va dugc kich thich bing t& bao CD32-L da duoc phu véi
0,2pg/ml khang thé khang CD3 cong véi 10 pg/ml cac khang thé dong mAb khang
OX40 ctia ngudi 119-122 hodc cac khang thé d6i chimg. Ba ngay sau khi kich thich,
chét ddng vi phéng xa triti dwoc bd sung va dugce nudi cdy trong 16-18 gidr bd sung
trude khi thu hoach té bao. Dit liéu 1a dai dién cta ba thir nghiém. CD32-L/hOX40L
ding 1am ddi chimg duong, trong khi IgG1 ctia ngudi va chudt nhit dung lam dbi

ching am tinh.
VidulV

Vi céc khang thé s& bat gip cac t& bao don nhin mau ngoai vi tdng cong
(PBMCs) khi ching dugc dua cho bénh nhan diing bang céach tiém trong tinh mach,
céc tac gia sing ché thir nghiém kha ning cta cac khang thé khang OX40 clia ngudi
theo sang ché @ kich thich sy ting sinh t& bao T sir dung PBMC lam t& bao trinh
khang nguyén (APC) trong thir nghiém sy ting sinh. Tuy nhién, cac tac gia sang ché
thu duge dit lidu bién thién cao v6i mAb khang OX40 ctia ngudi & chudt nhit khi
str dung PBMC lam APC ma khéng duoc thiy khi sir dung cdc bach ciu don nhan
lam APC, goi y rang cic khang thé theo sang ché doi hoi mét s loai lién két ngang
cho hoat tinh. D& thir nghiém kha ning ndy, céc dia dugc phi véi mAb khang
0X40 cua nguodi va khang CD3, dugc rira, va dugc sir dung dé kich thich su tang
sinh té bao T CD4* hosc CD8" trong sy ving mit ciia cac té bao phu thém. Fig. 30
thé hién két qua rang cac khang thé khang OX40 cia ngudi ting cudng su tdng sinh
t€ bao T CD4* va CD8+.
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1 x 10° té bao T chua qua thi nghiém CD4*CD25"CD45RO"CD45RA* méi
dugc lya chon (Fig. 30A) hodc té bao T CD3*CD8* (Fig. 30B) duoc kich thich bing
khing CD3 dugc lién két dia (3 pg/ml) va mAb cta chudt nhét khang OX40 cua
ngudi (2 pg/ml). Thymidin d dugc triti héa duge bd sung vao ngiy nudi cy thi ba
va c4c té bao duge thu hoach sau khi 15 gidr i khéc. Sy ting sinh cia t& bao T duoc
danh gia bdi sy két hop thymidin. mAb khang OX40 cia nguoi thu dugc tir ba su
dung hop thé lai. Con sé dimg sau sé dung hop bidu thj khang thé dic hiéu. IgG1
ctia chudt nhit va 119-42 duge sir dung 1am déi chimg am tinh. M3i 1an xi Iy duge
thyc hién ba 1an. Dit li¢u dai dién tir 4 thé cho t& bao T duoc thé hién. (Fig. 30C).
Ca ba phién ban cia mAb khang OX40 ctia nguoi duoc 1am giéng ngudi [Hul06-
222 va Hul19-122; Hul06-222AA va Hul19-122AA (AA biéu thj hai gbc lién két
Fc dugc dot bién thanh axit amin alanin); va Ch119-122 (tuwong ty véi 119-122
duoc 1am gidng ngudi ngoai trir ring ving thay ddi ctia chudt nhit “paratop” duogc
duy tri)] déu kich thich sy ting sinh t& bao T CD4* chua qua thi nghiém. Khéng
CD28 dugc sir dung lam dbi chimg dwong.

Nhu duge thé hién trén Fig. 30, panen A va B, thé hién ring mAb khéng
OX40 ctia nguoi & chut nhit lién két dfa kich thich hiéu qua sy tang sinh ca t
bao T CD4* chua qua thi nghiém va té bao T CD8* khoang 10 dén 40 14n. Cac tac
gia sang ché m& rong nghién ciru dén mAb khang OX40 cta ngudi dugc lam gibng
ngudi va phat hién thdy ring ba phién ban ctia cac khang thé dwgc lam gidng ngudi,
du 14 dugc 1am gidng ngudi hoan toan, kham hay c6 thé dot bién AA trong d6 céc
gdc chiu trach nhiém d6i véi lién két véi thu thé Fe duoc bién ddi thanh alanin, 1a
chc chit kich thich hiéu nghiém ciia sy ting sinh & bao T CD4* chua qua thi
nghiém (Fig. 30C).

Fig. 31 thé hién cac khang thé khang OX40 ciia ngudi duge lam gidng nguoi
va & chudt nhat doi hoi su lién két ngang dé ting cudng sy ting sinh té bao T. Té
bao T CD4* chua qua thi nghiém md&i dugc lua chon duwoc kich thich b?mg khang
CD3 lién két dia (3 pg/ml) cong véi mAb khang OX40 ctia ngudi duge 1am gidng
nguoi lién két dia hoic tan (2 ug/ml) trong su ving mit cia céc té bao phu thém.
Thymidin d& dugec triti héa duge bd sung vao ngdy nudi céy thir ba va cic té bao

duoc thu hoach sau 15 gir  khéc. Sy ting sinh cta té bao T dugc dénh gia boi sy
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két hop thymidin. IgG1 ctia chudt nhit va khang CD28 dugc sir dung 1am ddi chung
am tinh va d6i chimg dwong, mot cach twong mg. Dit lidu dai dién tir hai thé cho
dugc thé hién. Té bao T CD4* chua qua thi nghiém duoc kich thich bing khéng
CD3 lién két dia trong su ving mit cia cac té bao phu thém. Ngay tiép theo, mAb
khang OX40 ctia ngudi 119-122 (2 pg/ml) duge bd sung mét minh hoidc két hop véi
lwong bing nhu viy ctia khéng thé thir cip khang Fc. Su tang sinh té bao dwoc dénh

gia nhu dugc mo ta trong panen A.

Coéng hiéu ctia mAb khang 0X40 cia ngudi duoc 1am gidng ngudi Hul06-
222 va Hul19-122 14 ¢6 thé so sanh duge véi cong hi€u ctua khang CD28. Trai lai,
khi khang thé khang OX40 cta ngudi dang hoa tan duge bd sung vao dich nubi ciy
té bao T, tac dung kich thich bi triét ticu. (Fig. 31A). Tuy nhién, khi mAb khéng
0X40 clia ngudi dang hoa tan 119-122 dugc bd sung ciing véi IgG khéng chudt &
dé manh F(ab’);, khéng thé thir cdp dic hiéu manh Fe, tic dung kich thich duoc
khdi phyc (Fig. 31B). Céc két qua ndy chimg t6 ring mAb khang OX40 cua nguoi

doi hoi s lién két ngang cho hoat tinh sinh hoc ctia chung.

Dé danh gi4 kha ning ciia mAb khang OX40 clia ngudi, ¢6 tinh chii vin dé
phong bé chirc nang kim him ctia CD4*CD25%°CD12T nTregs, cic tac gia séng ché
tién hanh thir nghiém sy ting sinh trong didu kién c6 mit cac t& bao T hiéu g
CD4*CD25"CD127+CD45RO+ (Teff) va CD4* nTregs. Bang cach sir dung hé
lién két dia trong d6 mAb khang OX40 ctia ngudi cung véi khang CD3 dugc phu
trén dia va trong su Véng mit cia cic t& bao phu thém, muoi hai (222, 132, 8B,
33A, 43, 58B, 122, 157A, 173B, 220C, 140A, 270) trong s6 cac mAb cua chudt
nhét khdng OX40 ciia ngudi (e ché hiéu qua sw e ché nTreg (Céac Fig. 32A va
32B). Mic du ty 18 cta nTregs so v&i té bao T hiéu timg dugc sit dung trong céc thir
nghiém nay 14 1:1, cac khéng thé ndy c6 kha ning kich thich Céc t& bao T hiéu tng
dé tang sinh 16n hon tir 10 dén 35 % ty 18 phin trdm dat dugc béi cac t& bao T hiéu
g trong su ving mit clia nTregs. mAb khang OX40 cua ngudi duge 1am gidng
ngudi cling ddo nguoc chic ning kim hdm cta nTregs & cidc muc tuong tu (Fig.
32C). Cac két qua ndy cling nhau cho thiy ring mAb ctia chudt nhit khang OX40
clia nguoi 13 céc chét kich thich hidu nghiém ctua 0X40, din dén sy ting cuong

dang ké su ting sinh té bao T va su (e ché chic ning kim him nTreg. Ngoai ra, r
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mADb khang OX40 cta nguoi duge lam giéng nguoi duy tri duge hoat tinh sinh hoc

hi¢u qua ctia cac khang theé & chudt nhat bé me ctia chiing.

Fig. 32 thé hién mAb khing OX20 cta ngudi phong bé hoat tinh cia
CD4*Foxp3™nTregs. Cac té bao T hidu tng CD4*CD25"CD45RO* dugc gin nhén
CFSE va CD4'Foxp3* Tregs thu dugc tir ciing thé cho khoe manh. Té bao T duoc
kich thich bing khang CD28 hoa tan (0,5 pg/ml) va khang CD3 lién két dia (3
ug/ml) va mAb khang OX40 ctia nguoi (2 pg/ml). Sy ting sinh cla cac té bao T
hidu tmg dugc ddnh gia bang bao ké chay dbi véi su pha lodng CFSE. Ty 16 cua
nTregs so v&i cac té bao T hi¢u tng 14 1:1. IgG1 cia chudt nhit dugc st dung lam
d6i chimg 4m tinh. Té bao T CD4* chua qua thi nghiém dugc st dung lam t€ bao T
d6i ching dé ching t6 su tc ché dic hiéu sy ting sinh té bao T hiéu ung boi
nTregs. Fig. 32A 1a dit liéu FACS dai dién thé hién sy tang sinh cta céc té bao T
hi€u Ung trong didu kién c6 mit t& bao T CD4* chua qua thi nghiém, nTregs hodc
nTregs cong véi mAb khang OX40 cta ngudi 119-33A. Fig. 32B thé hién ty 18
phén trim ctia sy ting sinh t& bao T hiéu tmg trong diéu kién c6 mit nTregs sau khi
xir Iy bing mAb khang OX40 cta ngudi & chudt nhit (20 dwoc thir nghiém). Fig.
32C thé hién tit ca ba phién ban ctia mAb khang OX40 cia ngudi duge lam gidng

nguoi phuc hoi su tdng sinh ctia cac t€ bao T hi€u ung.

Bio céo gin ddy goi ¥ ring sy khai phat OX40 c6 thé gy ra hién twong gy
chét t& bao theo chuong trinh ctia dong t& bao T & ngudi biu hién OX40 (Yoshiaki
Takahashi et al., 200B, Aids Research and human Retroviruses,24). Cac tac gia
sang ché do vay thir nghiém anh hudng ctia cic ndng d6 ting dan cia mAb khéng
0X40 clia nguoi 106-222 cdng véi lidu thip, ¢ dinh cta khang CD3 dén su sbng
sot ctia ba tap hgp con té béQ T trong diéu kién c6 mit céc bach ciu don nhan. Fig.
33A thé hién ring ndng do cao cia mAb khiang OX40 cta ngudi 106-222 (20-30
pg/ml) wu tién tidu diét Foxp3* nTregs dd duoc hoat héa trong khi cac té bao T
CD4" chua qua thi nghiém dugc hoat héa va té bao CD4* T ghi nh¢ 14 khéng hodc it
mén cam hon véi nd luc nay. D& thir nghiém xem mAb khéang OX40 ciia ngudi cd
tac dong truc tiép trén Tregs dé gdy ra su chét té bao hay khéng, céc tic gia sang
ché tién hanh cac thi nghiérh méi trong su ving mit clia cac t& bao phu thém. Fig.

33B thé hién réng viée truyén tin hiéu OX40 manh & dang hdn hop véi khang CD3
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cu thé tidu diét nTregs trong su Véng mit cla cac té bao phu thém. Dé xac nhin xem
tac dung tidu diét duogc diéu tiét boi mAb khang OX40 cua ngudi ¢ bit chude su
khéi phat OX40 bai phdi tir OX40 ty nhién hay khéng, cic tic gia sang ché st dung
dong té bao L nguyén bao s¢i & chudt nhit ma biéu hién qud mic hOX40L va sir
dung no dé kich thich nTregs trong diéu kién c6 mit liéu lugng thép cta khang CD3
va thu dugc tac dung tiéu diét tuong tw trén nTregs (Fig. 33C). Céac két qua nay cho
thiy ring sy khéi phat 0X40 manh tiéu diét cac t bao Tregs biéu hién OX40.

Cu thé, Fig. 33 thé hién ndng d6 cao clia mAb khang OX40 cua nguoi vu
tién tiéu diét Foxp3* Tregs. Trén Fig. 33A, mdi tap hop con té bao T (chua qua thi
nghiém, CD4*CD25"CD127*CD45ROCD45RA™; ghi nhd,
CD4*CD25"CD127*CD45RA"CD45ROY; va nTregs, CD4*CD25%°CD127t)
duoc nudi cdy vai ty 18 ngang bing cia céc bach cdu don nhan CD14* trong diéu
kién c6 mit khang CD3 hoa tan (0,3 pg/ml) va ndng do ting dan cia mAb khéang
0X40 clia nguoi & chudt nhit 106-222. Kha ning sbng sét cta t& bao duge xac dinh
sau 3 ngiy nudi cdy bang phén tich bao ké chay, cho qua cira trén cac t& bao lympho
sdng s6t. Dit liéu tir hai thé cho té bao T dwoc thé hién. Cac Fig. 33B va 33C thé
hién sy khoi phat manh ctia OX40 tiéu diét CD4*Foxp3* Tregs. Fig. 33B thé hién
rang CD4*Foxp3* Tregs duoc kich thich bing khang CD3 lién két dia (2 pg/ml)
cdng v6i mAb 119-122 hoa tan (30 pg cho mdi triu t& bao) hoic khang thé dbi
ching IgG1 cta chudt nhit. Cac t& bao séng 4m tinh v&i trypan xanh da trdi sau
mdt ngay nudi cdy dugc dém bing hdng cdu ké. Fig. 33C thé hién ring
CD4*Foxp3* Tregs dugc kich thich bing khang CD3 hoa tan (0,2 pg/ml) cdng vai
céc té bao L hodc céc t& bao L biéu hién phdi tir hOX40 (L/hOX40L). Cac té bao

song duge dém sau mot ngay kich thich.

Céc tac gia sang ché tiép theo tim kiém nhim xac dinh xem mAb khang
OX40 clia ngudi c6 tac dong tryc tiép trén cac té bao T @& phong bé chirc ning kim
hdm nTreg hay khong. Céc té bao T hidu ing CD4" méi dugc lya chon hodc nTregs
dugc hoat hod truéc qua dém véi khang CD3 va sau d6 dugc tao xung véi mAb
khang OX40 ctia ngudi trong 4 gid. Cac té bao T hiéu tmg sau d6 dugc rira, duge
gén nhan véi CFSE, va dugc ddng nudi cdy véi nTregs trong didu kién c6 mit sb

luong ngang bang cua céc bach cAu don nhan CD14* va khang CD3. Tuong tu,
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nTregs da dugc kich thich trude duge rira va duge nudi cay véi cac té bao T hidu

g dugc gin nhin CFSE chua duoc xir Iy.

Fig. 34 thé hién mAb khang OX40 cuia ngudi tac dong truc tiép trén té bao T
dé phong bé chic ning kim him cua Tregs. Fig. 34A thé hién mAb khing OX40
clia ngudi tic dong truc tiép trén té bao T ghi nhd hidu {mg d trao cho ching kha
ning khang v&i sy Gc ché boi nTregs. Té bao T ghi nhé CD4*
CD25%%CD127*CD45RACD45RO* dugc kich thich bing khéng CD3 lién két dia
(0,8 pg/ml) & mdi trudng nudi cdy (RPMI/10% FCS/ P/S cong véi IL-2 & 30 IU/ml)
trong 12 gio, sau d6 duoc tao xung véi mAb khang OX40 cua ngudi (119-122, 22
ug cho mdi 0,5 triéu t& bao) & mdi trudng nudi cy trong 4 gio, rira 3 1an, va 8 x 10*
té bao T hiéu Ung dugc gén nhin CFSE duoc nudi cly véi ty 16 giam dén cta
nTregs. Sy ting sinh ctia té bao T hi¢u img dugc danh gia bing bao ké chay dbi véi
su pha lodng CFSE. mAb khang OX40 cuia nguoi taic dong trén Tregs lam cho
ching khong thé @c ché sy ting sinh t& biao T hiéu ung (Fig. 34B).
CD4*CD25%°CD127%% nTregs dugc kich thich truéc bang khang CD3 lién két dia
(2 pg/ml) & mdi trudng nudi cdy trong 12 gidy, sau d6 duoc tao xung véi mAb khang
OX40 cta ngudi, 119-122 hoac 106-222, hoic khang thé ddi chimg, khang ICOS
hodc IgG1 cua chudt nhét, nhu dugc md ta trong panen A, dugc rira va duoc nudi
cly v6i cac té bao ghi nhd T hidu tmg dwoc gin nhin CFSE. Sy tang sinh coa céc té

bao T hiéu tng dugc danh gi4 bing bao ké chay dbi v6i sy pha lodng CFSE.

Céc té bao T hiéu tmg da duogc diéu tri béng mAb khang OX40 cua nguoi tro
nén khéng véi su e ché bai cac té bao nTreg. (Fig. 34A) Tréi lai, su ting sinh cua
céc t& bao T hidu ung dd duoc didu tri bing khang thé dbi chimg IgG1 cta chudt
nhét van con man cam véi sy (e ché boi nTregs. Fig. 34B thé hién ring nTregs
duoc didu tri bing mAb khang OX40 ctia ngudi khong thé e ché sy tang sinh clia
cac t& bao T hidu ung. Tréi lai, nTregs dd duoc diéu tri béng cac khang thé d6i
chimg, nhu khang I COS hoic IgG1 ciia chudt nhét, van con c6 tinh e ché. Céc két
qua nay cho thiy ring mAb khang OX40 ctia ngudi theo sang ché tac dong truc tiép

dén ca té bao T hiéu img va nTregs dé phuc hdi sy ting sinh t bao T hiéu Gng.

ViduV
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Dit liéu in vivo so bd bd sung ching to ring khang thé khang OX40 cla
ngudi téc dong & chudt nhét lam ting cudng sy phat trién t€ bao T va sy dao thai
khdi u & chudt nhit. Truée ddy cho thdy ring mAb khang OX40 ctia ngudi c6 thé
hoat héa mét cach dic hiu théc NF-«B & t& bao T CD8" & chudt nhét duoc tai nap
v6i OX40 clia ngudi. DE xéc dinh xem mAb khang hOX40 ¢6 thé ting cuong su
dao thai khdi u bang cach kich thich sy sdng sét t& bao T CD8* hiu ting va su phat
trién dong vé tinh in vivo, t& bao T CD8* Pmel chuyén gen duoc tai nap véi gen
luxiferaza va hOX40 duoc chuyén mot cach thich hop vao chudt nhit bi bach tang
C57BL/6 mang khdi u MC38 khong duge nhuém mau. Sau khi chuyén thich hop t&
bao T di duoc tai nap, chudt nhit duge diéu tri bing Ab. DA phat hién thiy ring
dang kély more té bao T Pmel OX40 cia nguoit luxiferaza® di tra nhidu hon mot
cach déng ké vao phdi vao ngiy 4 & chudt nhit di dugc didu tri bing mAb khéng
hOX40 so vé&i chudt nhit di dugc didu tri bang khang thé dbi chimg IgG1 (Fig.
35B), thé hién rang sw khoi phat hOX40 & chudt nhét thic ddy su phét trién t& bao T
CD8*. Vao ngay 8 (s6 liéu khong dugc thé hién) va ngay 12 sau khi didu tri, d& phat
hién thdy ring cting nhém chudt nhit duge didu tri béng mAb khang hOX40 git lai
té bao T luxiferazaPmel nhidu hon mot cach dang ké & vi tri khéi u so véi nhém
dbi chimg gdm chudt nhit di dugc diéu tri bing IgG1 (Fig. 35B), lai cho thy ring
su khoi phat hOX40 & chudt nhét thic diy sy sdng sét cia té bao CD8*. Cubi cing,
kich thudc khdi u ctia chudt nhit nhan té bao T CD8* hOX40*Pmel va sau d6 duoc
diéu tri bing mAb khang hOX40 1 nhé hon mét cach dang k& so véi & chudt nht
nhan t& bao T Pmel khéng dugc tai nap va duge duge didu tri bing mAb khéng
hOX40 hogc t& bao T hOX40"Pmel sau d6 1a didu trj bing khéng thé phi hop-IgG1
& chudt nht dbi ching. Céc két qua nay thé hién ring s khéi phat OX40 ciia ngudi
& chudt nhét tao ra tac dung sinh hoc turong tu véi tac dung sinh hoc cia OX40 cta
chudt nhit (Gough M1J et, 2008). Do vdy, dit li¢u ching t6 kha ning ctia mAb khang
OXA40 ctia ngudi d kich thich su phat trién va sy séng s6t cta t& bao CD*T in vivo

va tdng cudng su dao thai khoi u.

mAb khing OX40 ciia ngudi thic diy sw phat trién va sy séng sét ciia té

bao T in vivo.
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Ché d6 vacxin tri liéu duge thé hién trén Fig. 35A. Chudt nhét bj bach tang
C57BL/6 trong cdc nhém 5 dugc cdy dudi da (S.C) véi 5 x 10° t& bao khéi u
MC38/gp100 khong duge nhudém mau (ngdy 0). Vao ngdy 6, sy giam lymphd bao
duoc kich thich bing cach st dung liéu chiéu xa 350 cGy. Vao ngay 7, 1 x 106 t
bao T Pmel-1 dugc truyén luxiferaza ¢ hoc khong c6 su biéu hién 0X40 cta
ngudi duge chuyén vao chudt nhit mang khéi u (n = 5 cho mdi nhom), sau d6 la
tiém trong tinh mach 5 x 10° DC dugc tao xung peptit Gp100. IL-2 tai & hop &
ngudi duge ding trong mang byng trong 3 ngay sau khi truyén té bao T. Cac khang
thé duoc sir dung vao ngay 7, 9 va 11 véi 100, 50 dén 50 pg, mot cach twong tng,
cho méi 14n tiém cho mdi chudt nhit (Fig. 35B). Hinh anh phat quang sinh hoc in
vivo cho thay su tich tu t& bao T pmel-1 CD8" biéu hién luxiferaza trong phdi va cac
vi trf khdi u vao ngay 4 va 12. Hai trong s6 nam chudt nhét cho m3i nhém vao ngay
4 va ngay 12 dugc thé hién (Fig. 35C). Khéi u d4p tmg véi didu tri stt dung mAb
khéng hOX40. Kich thude khéi u duge xé4c dinh 3 ngay mot 1an. Pmel-1 va Pmel-1

cdng véi IgG1 cta chudt nhit dugce sir dung 1am déi chung.
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YEU CAUBAO HQ

1. Khéng thé dugc phan 14p, hodc phin gin két khéng nguyén ctia n6, ma lién két
v6i OX40 clia ngudi bao gdm: (a) ving thay dbi chudi ning CDR1 gdm trinh ty
axit amin ctia SEQ ID NO: 13; (b) ving thay dbi chudi ning CDR2 gdm trinh tu
axit amin ctia SEQ ID NO: 14; (c) ving thay dbi chudi ning CDR3 gdm trinh tu
axit amin ctua SEQ ID NO: 15; (d) ving thay d6i chudi nhe CDR1 gdm trinh tu axit
amin ctia SEQ ID NO: 19; (e) ving thay d6i chudi nhe CDR2 gdm trinh tu axit
amin ctia SEQ ID NO: 20; va (f) ving thay di chudi nhe CDR3 gém trinh tu axit
amin ctia SEQ ID NO: 21.

2. Khang thé dwoc phan l4p, hodc phin gin két khang nguyén ctia nd, theo diém 1,
trong d6 khéng thé dugc phan l4p nay chita ving thay dbi chudi nhe c6 trinh tur c6
d6 twong ddng it nhit 1a 90% so véi trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 22 va ving
thay d6i chudi ning c6 trinh tu ¢6 d6 twong ddng it nhét 1a 90% so véi trinh tw axit
amin cua SEQ ID NO: 16.

3. Khéng thé duoc phan 1ap, hozc phin gén két khang nguyén ciia né, theo diém
bat ky trong s6 cac didm néu trén, trong d6 khang thé duoc phan lap nay la khang

thé don dong.

4. Khang thé duoc phén lap, hodc phin gin két khang nguyén cia né, theo diém
bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 khang thé dugc phan 14p nay la khéang

thé dugc lam cho giong cla nguoi.

5. Khéang thé dugc phan 1ap, hoac phﬁn gén két khéng nguyén ctia nd, theo diém 4,
ma c6 chira viing thay dbi chudi nhe c6 trinh tw ¢6 d6 twong ddng it nhit 13 90% so
v6i trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 23 va ving thay d6i chudi nang co trinh tu
¢ d6 twong ddng it nhét 12 90% so v&i trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 17.

6. Axit nucleic dugc phén 18p ma héa khang thé, hoic phin gin két khang nguyén

clia nd, theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 5.

7. Té bao chii chira axit nucleic ma héa khang thé, hodc phan gén két khang nguyén

clia nd, theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 5.
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8. Phuong phap san xuit khéng thé, hoic phin gin két khang nguyén cia nd, bao
gbém budc nudi cdy té bao chi theo diém 7, t6t hon 13 phuong phap niy con bao

gdm budc thu 14y khang thé hozc phin gin két khang nguyén cta né tir t& bao chi.
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DANH MUC TRINH TV
<110> BOARD OF REGENTS, THE UNIVERSITY OF TEXAS
<120> KHANG THE KHANG OX40 VA PHUONG PHAP SAN XUAT KHANG THE NAY
<130> UTFC.P1193W0

<140>
<141>

<150> 61/380,827
<151> 2010-09-08

<150> 61/375,999
<151> 2010-08-23

<160> 24
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 5

<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 1
Asp Tyr Ser Met His
1 5

<210> 2

<211> 17
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 2
Trp Ile Asn Thr Glu Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211> 13
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 3
Pro Tyr Tyr Asp Tyr Val Ser Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

-133-



<210> 4

<211>
<212>
<213>

<400> 4

Gln

1

Thr

Ser

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Ile

Val

Met

Trp

50

Gly

Gln

Asn

His

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 5
Gln Val Gln

1

122
PRT
Mus sp.

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Ile

Pro

Gly
115

122
PRT
Trinh

Mo ta

Ser Val Lys

24246

Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu

Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 : 25 30

Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
40 45

Asn Thr Glu Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe
55 60

Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
70 75 80

Asn Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 95

Tyr Tyr Asp Tyr Val Ser Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp
100 105 110

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
120

ty nhan tao

trinh ty nhan tao: polypeptit téng hop

Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15

Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
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Ser Met

Gly Trp

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Asn

Gly Gln

<210> 6

<211> 45
<212> AD
<213> Tr

<220>

<223> M6

<400> 6

actagtacca ccatggcttg

atccaagc
gtcaaggt
cgacaggc
ccaacata
actgccta
aatcccta
gtcaccgt

<210> 7
<211> 11

His
35

Ile

Arg

Ile

Pro

Gly
115

8
N
inh

ta

ac
tt
tc
tg
tt
ct

ct

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr

100

Thr

Val

Thr

Val

Ser

85

Tyr

Thr

ty nhéan

Arg

Glu

Phe

70

Leu

Asp

Val

tao

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Tyr

Thr

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Val

Val
120

24246

Pro

Glu

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Tyr

Ser

Gln Gly

Thr Tyr

Ser Val

75

Thr Ala

Tyr Ala

Leu
45

Lys

Ala Asp

Ser Thr

Val Tyr

Met Asp

110

trinh ty nhan tao: polynucleotit téng hop

aggttcagtt
cctgcaaggce
caggacaagg
cagatgactt
tgcagatcag
atgattacgt

cctcaggtaa

ggtgcagtct
ttctggttat
tttaaagtgg
caagggacgsg
cagcctéaaa
ctcttactat

gaatggcctc

ggatctgagc
accttcacag
atgggctgga
tttgtcttct
gctgaggaca

gctatggact

tcaagctt

-135-

ggtgtggacc ttgctattcc tgatggcagc

tgaagaagcc
actattcaat
taaacactga
ctttggacac
cggctgtgta

actggggtca

Trp Met

Asp Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Tyr Trp

tgcccaaagt
tggagcctca
gcactgggtg
gactggtgag
ctctgtcagc

ttactgtgct

gggaaccacg

60

120

180

240

300

360

420

458
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<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 7
Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala
1 5 10

<210> 8

<211> 7

<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 8
Ser Ala Ser Tyr Leu Tyr Thr
1 5

<210> 9
<211> 9
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 9
Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Arg Thr
1 5

<210> 10
<211> 107
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 10
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser His Lys Phe Met
1 5 10

Ser Thr Ser

Asp Arg Val Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser

20 25

30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu

35 40

45

Tyr Ser Ala Ser Tyr Leu Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe

50 55

60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Val

65 70 75

-136-

Val Arg

15

Thr Ala

Leu Ile

Thr Gly

Gln Ala
80



Glu

Thr

Asp Leu

Phe Gly

<210> 11
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh

220>
<223> MO ta

<400> 11

Asp

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile Gln

Arg Val

Ala Trp

35

Ser Ala

50

Gly Ser

Asp Ile

Phe Gly

<210> 12
<211> 416
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> MO ta

<400> 12

24246

Ala val Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Arg

85

%0

Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100

ty nhan

tao

105

trinh ty nhan tao: polypeptit téng hop

Met Thr
5

Thr Ile
20

Tyr Gln

Ser Tyr

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln Gly
100

ty nhéan

Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Thr

tao

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

trinh ty nhan tao:

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

-137-

Gln Asp

Ala Pro

Pro Ser
60

Ile Ser
75

His Tyr

Lys

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

polynucleotit téng hop

95

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Arg
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gctagcacca ccatggagtc acagattcag gtctttgtat tcgtgtttct ctggttgtcet 60
ggtgttgacg gagacattca gatgacccag tctccatcct ccctgtccge atcagtggga 120
gacagggtca ccatcacctg caaggccagt caggatgtga gtactgctgt agcctggtat 180
Caacagaaac caggaaaagc ccctaaacta ctgatttact cggcatccta cctctacact 240
ggagtccctt cacgcttcag tggcagtgga tctgggacgg atttcacttt caccatcage 300
agtctgcagc ctgaagacat tgcaacatat tactgtcagc aacattatag tactcctcgg 360
acgttcggtc agggcaccaa gctggaaatc aaacgtaagt agaatccaaa gaattc 416
<210> 13

<211> 5

<212> PRT

<213> Mus sp.

<400> 13
Ser His Asp Met Ser
1 5

<210> 14
<211> 17
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 14
Ala Ile Asn Ser Asp Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Met Glu
1 5 10 15

Arg

<210> 15
<211> 11
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 15
His Tyr Asp Asp Tyr Tyr Ala Trp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 16
<211> 120
<212> PRT
<213> Mus sp.
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<400> 16
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Glu
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Glu Ser Asn Glu Tyr Glu Phe Pro Ser His
20 25 30

Asp Met Ser Trp Val Arg Lys Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Leu Val
35 40 45

Ala Ala Ile Asn Ser Asp Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Met
50 55 60

Glu Arg Arg Phe Ile Ile Ser Arg Asp Asn Thr Lys Lys Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg His Tyr Asp Asp Tyr Tyr Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 ' 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

<210> 17

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO tad trinh ty nhan tao: polypeptit téng hgp

<400> 17
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Glu Tyr Glu Phe Pro Ser His
20 25 30

Asp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Leu Val
35 40 45
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Ala Ala Ile Asn
50

Glu Arg Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Ala Arg His Tyr
100

Gly Thr Met Val
115

<210> 18
<211> 451
<212> ADN

Ser

Thr

Ser

85

Asp

Thr

<213> Trinh ty nhan

<220>

24246

Asp Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Met
55 60

Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
70 75 80

Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
90 95

Asp Tyr Tyr Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
105 110

Val Ser Ser
120

tao

<223> MO ta trinh ty nhan tao: polynucleotit téng hgp

<400> 18

actagtacca ccatggactt cgggctcagc ttggttttcc ttgtccttat tttaaaaagt
gtacagtgtg aggtgcagct ggtggagtct gggggaggct tagtgcagcc tggagggtcc
ctgagactct cctgtgcage ctctgaatac gagttccctt cccatgacat gtcttgggtc
cgccaggectc cggggaaggg gctggagttg gtcgcageca ttaatagtga tggtggtagce
acctactatc cagacaccat ggagagacga ttcaccatct ccagagacaa tgccaagaac
tcactgtacc tgcaaatgaa cagtctgagg gccgaggaca cagccgtgta ttactgtgca

agacactatg atgattacta cgcctggttt gcttactggg gccaagggac tatggtcact

gtctcttcag gtgagtccta acttcaagcet t

<210> 19
<211> 15
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 19

Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser Gly Tyr Ser Tyr Met His

1

5

10 15

-140-

60

120

180

240

300

360
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451



<210>

<211> 7

<212>
<213>

<400> 20
Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1

<210> 21
<211> 9
<212> PR

<213>

<400> 21
Gln His Ser Arg

1

<210> 22
<211> 11
<212> PR

<213>

<400> 22
Asp Ile Val Leu

1

Gln

Gly

Lys

Arg

65

Pro

Glu

Arg

Tyr

Leu

50

Phe

Val

Leu

20

PRT
Mus sp.

T

1
T

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Mus sp.

Mus sp.

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Glu

Leu
1lo0

5

24246

Glu Leu Pro Leu Thr

5

Thr Gln Ser

Ile Ser Cys

Met His Trp

Tyr Leu Ala
55

Ser Gly Ser
70

Glu Asp Ala
85

Thr Phe Gly

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Gly

Ala

Ala

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

-141-

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Leu

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Ser

30

Gln

Val

Asn

His

Leu
110

Leu

15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Ser

Pro

Ala

His

80

Arg
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<210> 23

<211> 111

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> MS ta trinh ty nhan tao: polypeptit téng hogp

<400> 23
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser
20 25 30

Gly Tyr Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
35 40 45

Arg Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg
85 90 95

Glu Leu Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 24
<211> 428
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M6 ta trinh ty nhan tao: polynucleotit téng hgp

<400> 24

gctagcacca ccatggagac agacacactc ctgttatggg tactgctgect ctgggttcca 60
ggttccactg gtgaaattgt gctgacacag tctcctgcta ccttatcttt gtctccaggg 120
gaaagggcca ccctctcatg cagggccagc aaaagtgtca gtacatctgg ctatagttat 180
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atgcactggt accaacagaa accaggacag gctcccagac tcctcatcta tcttgecatcec
aacctagaat ctggggtccc tgccaggttc agtggcagtg ggtctgggac agacttcacc
ctcaccatca gcagcctaga gcctgaggat tttgcagttt attactgtca gcacagtagg
gagcttccge tcacgttcgg cggagggacc aaggtcgaga tcaaacgtaa gtacactttt

ctgaattc

-143-

240

300

360

420

428





